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Introduction




Dans le regne animal, les systemes sensorielsessentiels a I'adaptation et a la survie
des organismes car ils apportent des informatiansesmilieu environnant et leur permet
de créer une représentation interne du monde entérEn ce sens, les mécanismes de
perception sensoriels constituent la base de l&apmsage, de la mémoire et du
comportement. D’'un point de vue évolutif, les maéal chimiques de perception sont les
plus anciennes et le role de l'olfaction dans lescessus adaptatifs est primordial.
Longtemps négligée par la communauté scientifitjoaction connait depuis quelques
années un regain d’intérét. En effet, de multipheestigations scientifiques ont fourni de
nouvelles données sur la structure et la foncties Ecepteurs présents dans la cavité
nasale a divers niveaux d'analyse - structuraldula@e et moléculaire - grace a des
découvertes dans des disciplines variées tellesagplkearmacologie, les neurosciences ou
la toxicologie.

Les animaux discriminent et reconnaissent de nomxbsegnaux chimiques présents dans
leur environnement qui affectent profondément Eamportement. Ces signaux chimiques
leur fournissent des informations essentielles modulent de multiples fonctions
intégratives, telles que les régulations physiajogs, les réponses émotionnelles (anxiéte,
peur...), les fonctions reproductives (comportemesexuel et maternel...), les
comportements sociaux (reconnaissance des cornigpésif des prédateurs...) et la prise
alimentaire. En outre, les animaux produisent souuvee large variété de molécules dans
leur environnement, pouvant étre soit des signdumiques spécifiques ou des produits
issus de procédés métaboliques, soit des moléadesantes. Ces molécules, soit de
petites tailles et volatiles, soit des protéinasveat adsorbées ou peu volatiles, fournissent
de nombreuses informations sur I'organisme émettels que le genre, I'age, I'état de
santé et I'état reproductif. Les signaux chimigeest détectés par des cellules fortement
spécialisées, des neurones sensoriels organiséssystemes structurellement et
fonctionnellement séparés au sein de la cavitélema&&néralement, deux systémes sont
distingués : le systeme olfactif principal localidéns la partie postérieure de la cavité
nasale, et le systeme olfactif accessoire, nomnaéeégnt systeme vomeéronasal, situé
dans la partie antérieure de la cavité nasale @it dorgane sensoriel, I'organe
voméronasal, est logé dans une capsule cartilaggnerés du septum nasal. L'épithélium
du systéme olfactif principal a des fonctions galigtes et il est responsable de la
détection et de la discrimination d’'une myriadecdenposés volatiles odorants, tandis que
'organe vomeéronasal a pour rble principal la diébec de substances veéhiculant des

informations spécifiques concernant I'espéce, leget I'identité de I'animal, ces signaux



chimiques sont généralement dénommés phéromonpen@ant, des études récentes ont
remis en cause la ségrégation fonctionnelle de dmsx systémes chimiosensoriels
longtemps admise, et il apparait alors que le Bysteélfactif principal est capable de
détecter des phéromones, tandis que le systénwiiodfacessoire peut étre sensible a des
molécules odorantes. Outre ces deux systemes,stéensg trigéminal, le nerf terminal,
'organe septal de Masera et le ganglion de Grusgrgnont des fonctions sensorielles
dans la cavité nasale. Dans ce travail de thes#s & systéme olfactif principal et le

systéme olfactif accessoire feront I'objet d’invgations.

L’odorat, outre le fait d'intervenir dans les rébsis sociales et dans la recherche de
nourriture, a une fonction capitale dans la préeentle I'organisme vis-a-vis d’éléments
potentiellement dangereux présents dans l'air enwiant. La situation anatomique des
systemes chimiosensoriels les rend vulnérables agexts toxiques inhalés puisque la
cavité nasale est le premier site & étre en comteat I'air inspiré. En raison de leurs
fonctions, des dommages sur ces systemes peuveintd@s conséquences considérables
pour un individu. L'altération ou la perte des capss olfactives peuvent survenir lors
d’exposition accidentelle, ou lors d’exposition @& ¢hibles concentrations en agents
xénobiotiques toxiques. De nombreuses études podan les effets néfastes de
I'exposition (par inhalation ou par ingestion) deoguits potentiellement toxiques sur
'organisme. En effet, une quantité croissante destances chimiques est utilisée en
milieu industriel, dans le cadre d’utilisation dastigue, ou lors de travaux en laboratoire,
et les recherches visent a déterminer leurs effetgférents niveaux de l'organisme, par
exemple au niveau des organes (comme le foiegies)rou au niveau du systeme nerveux
central (comme ['évaluation des performances muesy Cependant, si la plupart des
travaux se sont intéressés aux effets de l'inlmatie polluants atmosphériques sur le
systéme respiratoire, les modifications sur la dohiéteption nasale ont été moins
étudiées. La premiére étude menée en conditionsdtées sur les effets de substances
toxiques sur le systéme olfactif a été publiée @831(Kernset al, 1983). Les résultats ont
montré que I'exposition par inhalation sur le lolgme a de fortes concentrations en
formaldéhyde induisait des tumeurs nasales chemiageurs de laboratoire. L’exposition
a des substances volatiles toxiques a des nivediisasits pour induire des dommages des
fonctions olfactives apparaissent souvent chezrikh@ par accident et les effets a long
terme de l'inhalation de composés toxiques susyssemes chimiosensoriels sont encore
relativement peu connus. Les composés toxiquesepewaffecter les fonctions olfactives

soit directement, en altérant I'épithélium sendpseit indirectement, en provoquant des



irritations du passage nasal ou en bloquant ledlai parvenant a I'épithélium olfactif. Si
quelgues études ont montré des effets déléterésxgmsition par inhalation de certaines
substances, le nombre de composés chimiques achegit testés pour leur toxicité
olfactive potentielle reste cependant faible en garaison de la quantité importante de
produits chimiques utilisés dans le milieu indwtrEn outre, les données toxicologiques
concernant le systeme olfactif accessoire sontiopgss inexistantes. Une seule étude
menée sur les effets de l'inhalation d’ammoniaquiels systéme olfactif accessoire du
lapin a été trouvée dans la littérature (Gaataal, 1998) et montre une hyperplasie des
cellules de soutien, ainsi qu'une perte de neurorm@séronasaux de I'épithélium de

I'organe voméronasal.

Les études toxicologiques réalisées suite a I'eti@h de solvants ou de gaz et concernant
les grands systemes physiologiques - respirataiigestif, et nerveux notamment -
montrent des atteintes trés diversifiées en fonctla type de molécules impliquées.
Suivant les cas, le degré de sévérité des troulissrvés s’échelonne d'effets inexistants
ou mineurs a des effets majeurs susceptibles deenet cause l'intégrité de tel ou tel
systeme et qui peuvent s’aveérer irréversibles. ésanmche, les études toxicologiques qui
portent sur la cavité nasale et particulierement’épithélium olfactif principal montrent
des effets déléteres systématiques au niveau dggiole, généralement accompagnés
d’atteintes fonctionnelles liées a la sensibilitéada réactivité aux odeurka premiere
hypothésede ce travail de thése est doncabafirmer que l'inhalation de substances
volatiles toxiques — a partir d'un certain seugxposition — entraine des effets inévitables
sur le systeme olfactif périphérique, etd#anontrer que ces effets peuvent étre différents
en fonction des molécules considérées, dans lepezsent, la pyridine, I'acétone, le
toluene et le C@® Pour chaque molécule, se pose la question iglesen toxicologie - de
I'existence d’'un effet dose-dépendant lié a la eotr@tion et/ou a la durée d’exposition.
Les rares études publiées qui ont abordé cetteignesu niveau de I'épithélium olfactif
semblent montrer que contrairement aux autres rmegstephysiologiques, le systeme
olfactif périphérique présenterait - a partir d'certain seuil d’exposition aux substances
volatiles toxiques - des modifications relativemegmblables quelles que soient les
conditions d’expositionLa seconde hypothésele ce travail est donc derifier par la
comparaison de conditions d’expositions différemnpas tel est bien le cas. Toutefois, il est
probable que la cinétique d’évolution des effetsgr étre différente au cours du temps.
Pour corroborer cette hypothése, des analyseségmpatintervalles réguliers, pendant les

périodes d’expositions et pendant les périodesadt-gxpositions, comparativement aux



observations réalisées avant exposition, serontutes. Ces mesures répéetees serviront
également ala troisieme hypothése de ce travail quipostule que les atteintes
histologiques ne sont pas obligatoirement corréles modifications fonctionnelles de
réactivité aux odeurs, mesureées ici par des testgpartementaux. En effet, I'épithélium
olfactif est constitué de nombreux types cellukigei peuvent étre affectés differemment
par I'exposition aux molécules volatiles toxiques l@ réalisation de la transduction
olfactive dépend d’abord de la présence et degbnté fonctionnelle des neurorécepteurs
matures. Ainsi, au-dela de I'étude histologique dieisx principaux parameétres relatifs a la
structure de I'épithélium olfactif - épaisseur ebmbre de cellules - des mesures
immunohistochimiques quantifieront le nombre deraees olfactifs matures et le nombre
de cellules basales en prolifération. Si tres pétudes ont porté sur I'évaluation de ces
parametres, il est toutefois possible de posempbliyese qu'une atteinte spécifique des
neurones récepteurs matures (liee a une dimingigota réactivité comportementale aux
odeurs) pendant I'exposition devrait s’accompaghane prolifération des cellules basales
visant a assurer la régénération neuronale. Cégéneration devrait conduire lors des
périodes de post-exposition a un recouvrement i¢edjrité de I'épithélium olfactif,
comme c’est le cas lors d’anosmies transitoiresqaoées par injection de sulfate de zinc
dans la cavité nasale. En revanche, si les celhdeales s’averent étre également touchées
lors de I'exposition aux substances volatiles togg) le retour a l'intégrité de I'épithélium
pourrait étre compromis. Enfitg quatriéme hypothésede ce travail repose sur I'idée que
la vulnérabilité de I'épithélium olfactif est enrfia due a sa position anatomique qui le
met directement en contact avec l'air inhalé. Ruettre a I'épreuve cette hypothése, une
analyse comparative sera menée avec un autre lépithéeurosensoriel de structure tres
semblable - également présent dans la cavité naBalgane voméronasal. Cet organe en
effet, principal responsable de la transductiofiidermation phéromonale, est encapsulé
et 'accés des molécules dépend de I'activatiome&’pompe sous le contréle du systéeme

nerveux autonome.

Le premier chapitrgChapitre 1) de cette thése est consacré aux différents aspects
théoriques ainsi qu'aux travaux publiés relatifiscdre problématique de recherche. Dans
une premiere parti@Partie 1), 'ensemble du systéme olfactif principal est déancluant

ses particularités anatomiques ainsi que son famoément, du niveau périphérique a
I'intégration du message olfactif a des niveauxteerx. Le systéme olfactif accessoire ou
systeme voméronasal, est ensuite prés@pagtie 2). De la méme fagcon que pour le

systéme olfactif principal, sa structure et sesfions sont exposées. Une troisieme partie



(Partie 3) est consacrée au systeme trigéminal qui fait @alti systeme somesthésique.
Ce systeme ne fait pas I'objet d’études dans détee, mais comme la plupart des
substances volatiles toxiques activent conjointémensysteme olfactif principal et le
systeme trigéminal et qu’il participe a la détectides odeurs utilisées lors des tests
comportementaux, son fonctionnement sera brievemgrasé. Dans une quatrieme partie
(Partie 4) sont énoncés les différents mécanismes de pratedes voies respiratoires,
avec la description de multiples enzymes de bisfmamation situées dans la muqueuse
nasale ainsi que leurs rbéles dans la détoxificati@gents xénobiotiques inhalés. Enfin,
une description des polluants fera I'objet d’'uneqcieéme et derniére part{@artie 5),
incluant leurs sources ainsi que les divers travauenés chez I'animal concernant les
polluants étudiés dans cette these.

Suite a I'exposé du cadre théorique, un secondittbdhapitre [I) composé de cing
parties présente I'ensemble des travaux expérimeméalisés au cours de cette these. Une
premiére partigPartie 1) est consacrée a la description des méthodes mqridles
incluant les techniques mises en ceuvre lors degpdskon a des polluants, les tests
comportementaux, les mesures histologiques et lagjuages cellulaires. Les parties
suivantes tentent de répondre a nos questions sehymotheses de travail. La seconde
partie du chapitre I(Partie 2) porte sur I'étude des effets éventuels de I'expmsur une
courte durée a des polluants sur le systeme dlfagticipal de la souris, d’'un point vue
comportemental et histologique. Une troisieme pdiiartie 3) présentent les résultats
des tests fonctionnels et des observations histpleg obtenus montrant lI'influence de la
durée et de la concentration en polluant sur Ih&iim olfactif principal de la souris.
Dans une quatrieme parti€Partie 4) sont exposés les résultats de marquages
immunohistochimiques au niveau de I'épithélium dstdme olfactif principal. Une
cinquieme partigPartie 5) montrent les effets au niveau tissulaire de I'expws a des
polluants sur I'épithélium de I'organe voméronasBhfin, une discussion générale
(Chapitre IIl) dresse le bilan des résultats obtenus lors dedreliffes études présentées
dans cette these, par une confrontation a laditiée d’'un point de vue des données
mesurées mais egalement de la méthodologie. D&apeespectives de recherche liées a
nos travaux sont exposées en fin de discussionluisent par exemple a I'étude des effets
de linhalation de substances volatiles toxiquesles systemes olfactifs a des niveaux
supérieurs, tels que les bulbes olfactifs ou destreg cérébraux impliqués dans

l'intégration du message olfactif.



Chapitre I : Données bibliographiques




Partie 1 : Le systéme olfactif principal

L’olfaction constitue l'un des sens les plus argbas, et malgré son importance
adaptative, son étude a été longtemps négligéepamtivement a d’autres sens comme la
vue ou l'ouie. Depuis les années 1980, les travauxi’olfaction connaissent un nouvel
essor qui aboutit en 2004 au prix Nobel de médeetnge physiologie, attribué a Linda
Buck et Richard Axel pour la découverte, chez teda la famille de génes codant pour les
récepteurs olfactifs. L'identification de ces geresuvert une voie majeure dans la
compréhension du fonctionnement du systéme olfaled mammiféeres, notamment au
niveau des récepteurs. Ce premier chapitre désridlifférentes parties du systéme olfactif
principal, de la périphérie aux structures censraldun point de vue anatomique et

fonctionnel chez les rongeurs.

I- Nature des stimuli olfactifs

Le systéme olfactif des rongeurs possede une drés ¢apacité de discrimination et de
reconnaissance d'un grand nombre de molécules m@grade structures différentes.
Cependant, linformation contenue dans les signaliactifs n’est généralement pas
formée d’un seul type de molécule mais d’'un mélacgaplexe de différentes molécules
odorantes. En effet, si expérimentalement un semlposé chimique peut entrainer des
réponses physiologiques et comportementales, dansnilieu naturel ces réponses
proviennent la plupart du temps d'une activatiomr pas stimulations de mélanges
complexes de molécules odorantes (Ache et Your(@))20

Les molécules odorantes doivent présenter plusporziétés afin d’étre détectées par le
systeme olfactif. Tout d’abord, elles doivent étrelatiles afin de pouvoir atteindre
I'épithélium olfactif situé dans la cavité nasalensuite, elles doivent étre a la fois
hydrosolubles pour se dissoudre dans le mucusreémia jusqu’aux récepteurs olfactifs,
et liposolubles puisque I'extrémité apicale etd#s olfactifs des neurones récepteurs sont
constitués de matériel lipidique. Cependant, léesye olfactif principal peut étre, comme
le systeme voméronasal, impliqué dans la recormraéesde molécules de communication
pouvant étre volatiles ou non volatiles nommées@hénes (Spehet al, 2006). Les
molécules odorantes, typiqguement des petites mleauwganiques d’'un poids inférieur a
400 Dalton, varient en taille, forme, groupes formubels et charges (Amoore et Hautala,
1983).



Il1- Cavité nasale et muqueuse olfactive

L’air inspiré, avant d’atteindre la muqueuse olifieet entre en contact avec trois types
successifs d’épithéliums présents dans la cavigalea un épithélium squameux, un
épithélium transitionnel et un épithélium respina@o(Figure 1). L’activité métabolique,
bien que différente dans ces trois épithéliumst pgdifier la composition chimique des
produits inhalés.

L’épithélium squameux se situe au niveau du vekdiloe la cavité nasale. L'épithélium
transitionnel est un épithélium cuboide, non cili€pithélium respiratoire situé de facon
caudale est formé de cellules globuleuses secréanimucus et de cellules ciliées,

responsables du mouvement de la couche de muausgesau de la cavité nasale.

La muqgueuse olfactive est située dans la partiedpeare des deux fosses nasales (Figure
1). Elle est formée d’'une couche de mucus recotVigithélium olfactif qui repose par
I'intermédiaire de sa membrane basale sur un ahaléotissu conjonctif formant la sous-

muqueuse, appelée égalemiantina propria

épithélium
transitionnel =

épithélium
olfactif

épithélium
squameux

Figure 1: Epithéliums présents dans la cavité nasale degurs (D’apres Dahl et Gerde, 1994).



2-1- Le mucus

La surface de I'épithélium olfactif est recouvepar une couche de mucus, substance
agueuse et visqueuse secrétée par les glandesaheaBo Ces glandes sont situées dans la
sous muqueuse et émettent des canaux sécretaressant I'épithélium olfactif pour
s’ouvrir a la surface du mucus. Le mucus, d'unessear d'une dizaine de micrometres,
est composé d’'ions sodium et potassium, de pratéiede mucopolysaccharides. Les
cellules de soutien participent a la régulationiqae du mucus. Ce dernier posséde une
fonction de protection du systeme olfactif puisjeontient des immunoglobulines qui
participent a la défense contre des agents pollentient toxiques parvenant jusque dans la
cavité nasale. Outre la défense immunitaire, leuswssure diverses fonctions, telles que

la détoxification, la concentration et I'éliminatiadles molécules odorantes.

2-2- L’épithélium olfactif

L'épithélium olfactif est le lieu d’interaction awmtles neurones récepteurs olfactifs et les
molécules odorantes. Il est le siége de la transmucolfactive. Cet eépithélium

neurosensoriel est prismatique et pseudo-stratifiést composé de six types cellulaires
principaux : les neurones récepteurs olfactifs ritldans le paragraphe 2-3), les cellules
de soutien, les cellules basales globulaires, dsles basales horizontales, les cellules a

microvillosités et les conduits des glandes de Bawn{Figure 2).

Cil olfactif

By g A P Zuaflelll | Epithéelium
Dendrite de HHDS___H , 5 Olfactif

Ly

NROs en développement | ———
Cellule de soutien

Canaux des Glandes de )j = Lame basale

Bowman

| G | . \ &, ] Sous-muqueuse
Cellule basale — i WA Y ) fa | | /g8 | : ou lamina propria

Axones des NROs_—-
= nerf olfactif

Glande de Bowman

Figure 2: Schématisation d’une coupe en trois dimensiona daiqueuse olfactive.
NROs : Neurones Récepteurs Olfactifs (image maglidi@pres le site internet :
biology.ucf.edu)
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Les cellules de soutien

Les cellules de soutien s'intercalent entre lesrores récepteurs olfactifs. Ce sont des
cellules hautes ayant un noyau situé au péle apfaalniveau de ce pble apical, les
cellules de soutien sont munies de microvillositéss cellules permettent la dégradation
de substances organiques et d’autres moléculesaparoduction d’enzyme tel que le
cytochrome P450. Ces enzymes protegent le systemeux central des agents toxiques
inhalés en hydroxylant les composés étrangersrgaiisme. Cependant, il apparait que
certains métabolites issus des ces réactions emigyras sont toxiques ou carcinogenes
pour I'épithélium nasal et respiratoire. Par exeampd coumarine, le principal modéle de
substrat du CYP2A5, s’est averé toxique pour Igitim olfactif (Zhuoet al., 1999). Les
cellules de soutien participent également a laladigm des concentrations ioniques, en
particulier le calcium, dont la concentration vaiees de la dépolarisation des neurones
récepteurs olfactifs. Enfin, les cellules de saufoduisent des facteurs de croissance
importants pour le développement des neuronestiiéfaear exemple, elles synthétisent le
neuropeptide Y dans I'épithélium olfactif postna&dl induit, par I'intermédiaire de la
protéine kinase C, une prolifération des précusse@uronaux (Hanselt al, 2001). Le
neuropeptide Y est également nécessaire pour widepmtion normale des précurseurs
olfactifs chez des individus adultes, et par coneét] pour maintenir les fonctions

olfactives intactes en assurant un renouvellemesingurones olfactifs.

Les cellules basales horizontales et globulairaseetrogénése

Deux types de cellules basales sont distinguées céllules basales horizontales et les
cellules basales globulaires. Les cellules badabeizontales sont situées pres de la lame
basale. Elles contiennent des kératines, des filtaniatermédiaires et des tonofilaments
caractéristiques des cellules épithéliales praltfees. Les cellules basales globulaires sont
arrondies, et situées entre les cellules basaldgzontales et la population de neurones
olfactifs immatures. Elles fournissent des popalaide précurseurs ou cellules souches,
qui permettent le renouvellement des neurones tdagqui dégénérent (Caggiaret al.,
1994). Les neurones olfactifs suivent un cycle aéssance, mort et régénération dont la
durée varie de 6 a 8 semaines, en fonction desuiEcienvironnementaux qui peuvent
affecter la muqueuse olfactive.

Les processus de prolifération et différentiatiamntsrelativement peu connus, mais
plusieurs éléments participant a la neurogénésectenidentifiés. Les cellules basales

globulaires donnent naissance a des progéniteupsineant le geneMashl (pour
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Mammalian Achaete Scute Homologu 1) un homologwz ¢&s mammiferes du gene pro-
neuronal Achaete-Scute de la drosophile (Gordoral, 1995). Les celluleviasht
positives donnent naissance a un deuxiéme typeadgmiteurs, les précurseurs neuronaux
immeédiats, qui expriment le géne proneurddghl (pour Neurogeninl). Les précurseurs
neuronaux immeédiats vont se diviser et donner aa&ss a des cellules filles neuronales
qui vont se différentier en neurones récepteuractfé (Calofet al, 2002). Plusieurs
facteurs, présents dans l'environnement des csllsteiches, stimulent la prolifération
et/ou la survie des cellules souches et progéesriet régulent cette prolifération. Ces
facteurs de signalisation sont par exemple la famdes facteurs de croissance
fibroblastigue FGF (pour Fibroblast Growth factagui sont d’importants facteurs
progéniques; des membres de la famille des BGFransforming Growth Factdi)} qui
semblent promouvoir la différentiation neuronalenais aussi des protéines de la
morphogénése osseuse ainsi que le facteur de amoaddifférentiation 11 qui sont

d’'importants régulateurs négatifs.

Les cellules a microvillosités

Outre les difféerents types cellulaires présentégessus, il existe au moins quatre autres
types cellulaires moins abondants dans [I'épithélimtfactif, qui sont munis de
microvillosités (Caret al, 1991 ; Milleret al, 1995). Ces cellules different par I'aspect de
leurs microvillosités. Un premier type cellulairst €lit « en brosse », en raison de I'aspect
de ses microvillosités. Un second type moins fragueest formé de cellules dont les
microvillosités ont un diamétre et une longueurspliiformes que ceux des cellules de
soutien. Un troisieme type peu fréquent porte diesavillosités compactes. Un quatrieme
type, dont I'assemblage des microvillosités ressenabla forme des cellules ciliees de
I'oreille, nest présent que durant la phase deetifppement de l'organisme. Le corps
cellulaire de ces cellules est situé dans la patperficielle de I'épithélium. Le rdle exact
de ces différents types de cellules portant desawiltosités fait I'objet de controverses et

reste a déterminer.
2-3- Les neurones récepteurs olfactifs
Dans le systeme olfactif principal, au niveau pegifique, les neurones récepteurs olfactifs

recoivent I'information venant de I'environnememniatransmettent au cerveau ou elle est

intégrée pour fournir une représentation du monxikeree. Les neurones récepteurs
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olfactifs, en raison de leur situation anatomiqpessedent la particularité d’étre les seuls
neurones exposeés directement a I'environnementiexté

Les neurones récepteurs olfactifs constituentpe tellulaire le plus important représenté
dans I'épithélium olfactif puisque ce dernier emtient environ 5 millions chez le rongeur,
représentant de 75 a 80% des cellules totalesmiessdans I'épithélium olfactif (Farbman,
1992). Les neurones récepteurs olfactifs sont aipesd (Figure 3). Le prolongement apical
dirigé vers la cavité nasale se termine en uneer@ht munis de cils olfactifs qui baignent
dans la couche de mucus. Sur les cils olfactifr@gvent les récepteurs aux molécules
odorantes (Buck et Axel, 1991). Ces récepteursréippaent a la famille des récepteurs
couplés aux protéines G, protéines connues pour f@ke dans la communication
cellulaire. Parmi un répertoire d’environ 1300 gefombaerts, 1999; Zhang et Firestein,
2002) codant pour les récepteurs olfactifs, un areirécepteur olfactif n'exprime qu’un
seul type de récepteur (Malnat al, 1999). La spécificité de liaison pour un type de
récepteur est sélective, mais non-spécifique (Rareinal, 1993), ce qui veut dire que

chaque récepteur olfactif peut étre activé parlarge variété de composés odorants.

cils

dendrite

soma

axone

Figure 3: Cils olfactifs présents sur les neurones olfactifservés en microscopie électronique a
balayage

Le second prolongement rejoint le bulbe olfactifevers la lame criblée de I'os ethmoide.
Les axones des neurones olfactifs se regroupems &o filets nerveux olfactifs qui

constituent les nerfs olfactifs (premiére pairendds craniens).
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Les neurones récepteurs olfactifs exprimant unptéce donné sont restreints a une zone
de I'épithélium olfactif. En effet, des études meméhez les rongeurs ont mis en évidence
une ségrégation spatiale de I'expression des régepties neurones récepteurs olfactifs
(Ressleret al, 1993 ; Vassaet al, 1993). Quatre zones distinctes de I'épithéliufacif

ont été ainsi identifiées dont I'organisation si $&lon les axes dorso-ventral et médian-
latéral (zones dorso-latérale, dorso-médiane, wan#diane, ventro-latérale). Dans
chaque zone, les neurones récepteurs olfactifsneapt le méme type de récepteur olfactif
sont distribués aléatoirement, si bien que I'éfitiné olfactif est organisé comme une
mosaique de cellules exprimant différents récepteliette ségrégation observée au niveau
de I'épithélium olfactif est maintenue lors desjpations au bulbe olfactif (Schoenfed

al., 1994; Saucier et Astic, 1986). Par exemplenmsones récepteurs olfactifs localisés
de facon ventrolatérale dans I'épithélium olfactdnt converger au niveau du bulbe
olfactif dans des glomérules ventrolatéraux. (Restlal, 1993 ; Vassagt al, 1993).

Une classe distincte de récepteurs chimiosensa@iél® récemment découverte (Liberles
et Buck, 2006). Ces récepteurs sont appelés TAARxE Amine-Associated Receptors)
et sont présents chez 'Homme, la souris et le spois lls sont de trois types qui
reconnaissent des amines volatiles trouvés dansd'uUn de ces récepteurs détecte des
molécules liées au stregsghenylethylamine), tandis que les deux autres sensibles a
des composés présents dans l'urine (isoamylamiténedthylamine), en particulier dans
'urine de souris méale. Un de ces composés, I'isgamine, est considéré comme une
phéromone qui accélere la puberté chez les scemelfes (Nishimurat al, 1989). Les
récepteurs TAARs détectent donc des indices sociquix peuvent entrainer des
comportements innés et des réponses physiologigLes. réponses induites par la
perception des phéromones ne sont donc pas ldatdel I'activation seule du systeme
vomeéronasal, mais sont également dues a l'activatio systeme olfactif principal
(Restrepcet al.,2004; Boehnet al, 2005).

2-4- La sous-muqueuse
La sous muqueuse est un chorion formé de tisswootif. Elle contient en particulier les

filets nerveux amyeéliniques formés par les axones weurones olfactifs, de nombreux

vaisseaux sanguins et de volumineuses glandesiegscr
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I1l- Transduction du signal olfactif

Le début de la transduction du signal olfactifeaulau niveau des cils olfactifs, lorsqu’une
molécule odorante se lie a un récepteur présentesurcils (Figure 4). La liaison de la
molécule odorante avec le récepteur se fait sofiaden directe, soit par I'intermédiaire
d’'une protéine spécifique : la protéine olfactive lthison (OBP pour Olfactory Binding
Protein dans la littérature anglosaxone). Cettéepre globulaire appartenant a la famille
des lipocalines, est présente dans le mucus &t pora réle de fixer la molécule odorante
hydrophobe puis de I'amener jusqu’aux récepteufactils (Pelosi, 1994; Steinbrecht,
1996; Hajjaret al, 2006).

La fixation sur le récepteur a pour conséquencetiVation d’'une protéine impliquée
uniquement dans les mécanismes de transductioigcial sifactif, la protéine ¢z (Jones

et Reed, 1989). Cette protéing,fsactive une adénylate cyclase fui catalyse la
production du second messager adénosine monophespydique (Gold et Nakamura,
1987). Il résulte de cette activation une ouvertlge canaux ioniques qui provoque une
entrée de calcium et de sodium, ayant pour conséqueine dépolarisation de la
membrane du neurone récepteur olfactif (Fireséeial, 1991). Cette dépolarisation, qui
débute donc au niveau des cils olfactifs, est pi@tésée par un courant chlore qui fait
suite a l'ouverture des canaux chlorure calciumedéants activés par le calcium
intracellulaire. Ce courant de transduction va sgp@ger le long de la dendrite vers le
corps cellulaire, pour atteindre la zone gachettajroit ou va prendre naissance le

potentiel d’action qui va longer I'axone et se gl vers le bulbe olfactif.

odorant
8
+«’
Figure 4 : Voie de transduction olfactive
ATP mettant en jeu 'AMPc
R: Récepteur G : Protéine G AC :
5 AMP < AMP+"4 Adénylate CyclaseCl : Chlore ;Ca’* :
€D o Calcium ;Na" : Sodium ;NRO : Neurone
. : \.- ONG Récepteur Olfactif AMPc : Adénosine
I Ca;‘z*'“"" i1 - Ca? . MonoPhosphhatehcycezil\iqueA;TPC: c
‘ e Adénosine TriPhosphat€Canaux CNG:
I.-’J ,’_" Na* Cyclic Nucleotid Gated, ce sont des canux
a ioniques sensibles aux nucléotides
"\ s 3 cycliques ;PDE : PhosphoDiEstérase.
l = cr (D’aprés Wonget al., 2000)
r'_“(:az- canaux
K axone jCI' actives
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Une seconde voie de transduction du message olfasti également décrite. Elle
impliquerait comme second messager l'inositol togphate. La liaison odorant-récepteur
activerait la phospholipase C, entrainant ainsi aungmentation d’inositol triphosphate et
une ouverture des canaux calciques. L’augmentatiten calcium intracellulaire
provoquerait une dépolarisation puis la création niweau des corps cellulaires des
neurones récepteurs olfactifs d'un potentiel d@attijui se propagerait le long des axones
jusqu’au bulbe olfactif. Pour de nombreux chercheutadénosine monophosphate
cycliqgue est le seul second messager indispenskie les processus de transduction
olfactive (Barry, 2003 ; Takeucki al, 2003). Cependant, des travaux récents ont revelé
I'existence conjointe des deux voies de transdoctipar I'adénosine monophosphate
cyclique et l'inositol triphosphate, lors de lanstilation d’une neurone récepteur olfactif
par de forte concentration en molécule odorantetivant a de faible concentration que la

voie de I'adénosine monophosphate cyclique (Koaek,F2006).

IV- Les bulbes olfactifs

A la sortie de I'épithélium olfactif, les axonessd@eurones récepteurs olfactifs se
réunissent en faisceaux et forment alors le néatctf (nerf ). Les nerfs olfactifs droit et
gauche projettent dans les bulbes olfactifs derfapsilatérale. Les récepteurs olfactifs
partageant une homologie dans leur séquence dealec des molécules odorantes de
structures similaires (Malniet al, 1999), et les neurones récepteurs olfactifs it
ces récepteurs projettent sur des glomérules wf3isuboi, 1999; Johnson et Leon, 2000 ;
Uchidaet al, 2000). Les bulbes olfactifs sont de forme allm@t ovale et sont couchés
sur la lame criblée de I'os ethmoide. Un bulbe atifaest une structure organisée en
couches concentriques de cellules: couches duoifadtif, couche glomérulaire, couche
plexiforme externe, couche de cellules mitralegjcbe plexiforme interne et couche
granulaire (Figure 5). Il est caractérisé prinapaént par des amas sphériques de
neuropiles situés juste sous la surface du bulbenmés glomérules, qui recoivent les
informations olfactives primaires. Au niveau de s#sictures, des synapses se forment
entre les axones des neurones récepteurs olfattles cellules a panaches ainsi que le

cellules mitrales. Ces deux types cellulaires cturesit les cellules relais du bulbe olfactif.
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Epithélium olfactif

Couche des fibres
du nerf olfactif (NI)

Couche glomérulaire

Couche plexiforme
externe

Couche de
cellules mitrales

Couche plexiforme
interne

Couche granulaire

f

B — :
vers le cortex olfactif

Figure 5 : Organisation cellulaire du bulbe olfactif (D’apri#loriet al, 1999).
NRO : Neurone Récepteur Olfac@L : glomérules PG : interneurones périglomérulaireB ;
cellules a panached/ : cellules mitrales Gr : cellules granulaires.

Les projections axonales olfactives sur le bullbactif suivent deux principes de base : les
projections zone a zone, et la convergence glomiéeulEn effet, I'information issue des
neurones récepteurs olfactifs dans une zone dataéépithélium olfactif est transmise a
des glomérules puis aux cellules mitrales dansole zzorrespondante du bulbe olfactif
(Figure 6). De plus, un phénoméne de convergeriaebesrvé au niveau du bulbe olfactif,
et en particulier des glomérules (Strotmatmal, 2000). Chez la souris, chaque glomérule
recoit des axones d’environ 25000 neurones réceptafactifs qui font synapse avec les
dendrites apicales d’environ 25 cellules mitral@stte convergence a pour conséquence
principale 'augmentation de la puissance du sigdachamp-Vireet al, 1989).

Le bulbe olfactif est également caractérisé parcurouit d’interneurones inhibiteurs
GABAergiques constitué par les cellules périglortaéres et les cellules granulaires. Ces
interneurones, créant des inhibitions et des beuiderétroaction, synchronisent 'activité

électrique des cellules mitrales.
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Epithélium Olfactif Bulbe Olfactif

zone III

zone IV

neurones olfactifs

Figure 6 : Organisation du bulbe olfactif. Projections zormoae (D’apres Morét al, 1999).
BOA : Bulbe Olfactif Accessoire ; NC : NéoCortex

V- Les voies centrales olfactives

A la sortie du bulbe olfactif, un groupe de celtule panache projettent sur le noyau
olfactif antérieur alors que la plupart des ceBulelais forme un faisceau d'axones appelé
tractus olfactif latéral qui se projette sur plusge structures (Figure 7). Ces structures,
regroupées sous l'appellation "cortex olfactif pmine" sont constituées par le cortex
piriforme, le tubercule olfactif, le cortex entamhl, le cortex périamygdalien et le noyau
olfactif antérieur. Ces aires corticales sont larget interconnectées a l'exception du
tubercule olfactif qui recoit mais n'envoie pas @mnexion en retour. Des neurones
acheminent ensuite les informations olfactivesasdaictures sous-corticales et corticales,
telles que I'hippocampe (depuis le cortex entorhjndypothalamus (depuis le cortex
périamygdalien), le thalamus (depuis le tubercufactf et le cortex piriforme) et le
cortex orbito-frontal. Il existe donc deux voies tlansmission du signal olfactif. Une
premiere voie nerveuse se dirige, directement owpaelai au niveau du thalamus, vers
le cortex orbito-frontal. Cette projection dansicortex est impliquée dans la perception

et la discrimination olfactive (Saviet al, 2000). Une deuxiéme voie nerveuse projette
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dans le systéme limbique (Savic, 2001). Cette dezrse divise pour rejoindre, d'une part

le cortex enthorinal et I'hnippocampe ou elle iniemv dans les processus mnésiques, et
d'autre part vers I'hypothalamus et le tegmenturmésencéphale via I'amygdale (Zald et

Pardo, 1997).

Cellules Mitrales ~—— Bulbe Olfactif
- EHH‘H_;::_:__""'--__?_H_%_\__
_.-———"‘_‘-_/—————— ,-/ / ,_ MERH%""‘& ‘%_%%x%‘“'—i
- i ., .
Noyau du tractus Tubercule Noyau Cortex Cortex Amygdale Cortex Teénia
olfactif latéral olfactif olfactif piriforme périamygdalien enthorinal tecta
antérieur ‘ latéral ventrale
Thalamus Hypothalamus Hippocampe

noyau meédio-dorsal

N

Figure 7 : Organisation du systeme olfactif : le messagactiffest initié par les neurones
récepteurs olfactifs (NROs), modulé au niveau dbduolfactif par les cellules mitrales, puis
transmis depuis le bulbe olfactif vers différem@&gions corticales par des voies centrifuges

(D’aprés Brand, 2001).

Néocortex

VI- Conclusion

Les mécanismes de traitement de I'information dNacdébutent lors de la liaison d’'une
molécule odorante avec un récepteur olfactif ex@rpar un neurone récepteur olfactif.
Les neurones récepteurs olfactifs sont situés @apartie postérieure de la cavité nasale,
au niveau de I'épithélium olfactif. Les réceptealactifs appartiennent a la superfamille
des récepteurs couplés a des protéines G posssf@ndiomaines transmembranaires. La
transduction du signal olfactif emprunte principagst la voie de Il'adénosine
monophosphate cyclique aboutissant & une dépdlarisde la membrane du neurone
récepteur olfactif et une augmentation de la frégaedes potentiels d’action. Le message
olfactif se dirige ensuite au niveau du bulbe difaadlans des structures nommeées
glomérules. Du bulbe olfactif, les informations stmansmises au cortex olfactif primaire,
puis sur diverses structures telles que I'hypothakou le néocortex, permettant ainsi la

perception des odeurs.
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Partie 2 : Le systéme olfactif accessoire

I- Généralités

Le systeme voméronasal, incluant I'organe vomémnésbulbe olfactif accessoire, et des
centres supérieurs a pour rble principal la déiactie substances associées a des
comportements sociaux et reproductifs. L'organe émmasal a été décrit chez les
mammiféres pour la premiere fois en 1813 par lamégte Danois Ludvig Jacobson
(1783-1843) qui lui donna son nom (Jacobson, 1818cpbsoret al, 1998 pour la
traduction de l'article original). Jacobson suppiosme cet organe avait une fonction
sécrétoire mais pensait qu’il pouvait s’agir égadatrd’un organe sensoriel. Actuellement,
I'organe voméronasal des mammiferes est considéméme un organe chimiosensoriel
capable de détecter des molécules volatiles etvalatiles dont la perception entrainerait
des comportements spécifiqgues intervenant dansebampn entre individus males, la
reproduction ou encore le marquage du territolrexiste des différences d’occurrence et
d’élaboration du systéme vomeéronasal qui dépendentécologie comportementale de
I'espéce considérée (Dawley, 1998). C’'est un systa@néralement présent dans la cavité
nasale de la plupart des amphibiens, des reptileese mammiféres non-primates, mais
absent chez les oiseaux, les singes adultes datanmb et les gorilles. Les parties suivantes

ne traiteront que du systéme voméronasal des rosigeu

Il- Localisation et structure de I'organe voméronasl

Le systeme olfactif accessoire est constitué dgdine voméronasal, qui est relié au bulbe

olfactif accessoire situé de facon dorso-postégigar rapport au bulbe olfactif (Figure 8).

BOA

S Figure 8: Localisation du systéme
voméronasal chez le rongeur.
' '_ OVN : organe voméronasal ; BOA : bulbe
- olfactif accessoire
(D’apres Dulac et Torello, 2003).

Sl = OVN

Les informations sont ensuite acheminées vers shgestructures cérébrales. L'organe

vomeéronasal est un organe chimiosensoriel distségaré de la cavité nasale, situé a la
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base de celle-ci, de part et d’autre du septum Kagpre 9). C’est une structure tubulaire,
dont la section sagittale est en forme de croiss2et organe est logé dans une capsule
cartilagineuse qui s’ouvre a la base de la cadtale.

L’'organe vomeéronasal dérive embryologiquement deplecode olfactive. Il devient
morphologiquement reconnaissable chez des embrgiensouris a partir du 1le jour
(Cappelloet al 1999). Aux environs du £3jour, I'épithélium suivant le lumen se
différencie en un épithélium médian et un épithélilatéral fin, usuellement nommeés
épithélium sensoriel et épithélium non sensoriell’dye adulte, I'organe voméronasal
constitue une structure bien compartimentée conapitetiune part I'épithélium sensoriel
de l'organe voméronasal qui contient des cellules gbutien et des neurones
chimiosensoriels a des degrés variables de diffi@tem, et d’autre part I'épithélium non

sensoriel qui n’est pourvu d’aucune cellule neuk@na

septurn nasal

valsseau

épithélium
nion sensoriel

Figure 9: Coupe coronale de la région ventrale du septural nlgsla souris.
(Dgving et Trotier, 1999, d’apres von Mihalkovié§99).

L’épithélium de I'organe voméronasal est un épitiml pseudostratifié contenant trois
types cellulaires : les cellules réceptrices nexmegrielles, les cellules de soutien et les
cellules basales. Les neurones récepteurs, divesésleux catégories, les récepteurs
vomeéronasaux 1 et les récepteurs voméronasauxrr@emb deux populations distinctes
(voir partie 1V). Les cellules de soutien sont éds dans la couche superficielle de

I'épithélium sensoriel, tandis que les cellulesdb@s sont localisées au niveau de la lame
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basale, ainsi qu'aux extrémités de I'épithéliumseeel, a la limite entre celui-ci et

I'épithélium non sensoriel (Barber et Raisman, 1978

I11- Acces des stimuli a I'organe voméronasal

Dans la plupart des réponses hormonales et compamtales impliquant le systéme
olfactif accessoire, la nature chimique du stimuliest pas encore totalement élucidée. Il
apparait cependant qu’un contact physique avestiesli soit nécessaire pour entrainer
une réponse due a la détection de phéromones.driergoméronasal pourrait réagir a des
stimuli volatiles ou non-volatiles. Les stimuli ables seraient de petites tailles, et
pourraient étre transportés jusqu’a I'organe vomasal en association avec des protéines
de liaison telle la voméroduline produite par lé&andes voméronasales (Miyawadi al.,
1994). Ces protéines de liaison sont retrouvedsrén concentration dans I'urine de souris
male et il a été montré qu’elles avaient une aétighéromonale. C’est le cas par exemple
de la brévicomine ou du thiazole. L'urine de somn&le contient également des protéines
urinaires majeures. Les protéines urinaires mageaomt des protéines appartenant a la
famille des lipocalines, une superfamille de pm#s&iconnues pour lier et transporter des
ligands hydrophobes. Dans l'urine de souris méepiévicomine et le thiazole sont
fortement liés aux protéines urinaires majeuresc¢Bmi et al, 1991). Le role de ces
protéines n’est pas encore totalement élucidés Fltairraient agir comme des réservoirs
de ligands volatiles, permettant leur largage seirlahgues périodes depuis le dépot
d’'urine. Cette hypothése est cohérente avec lesltaés montrant que I'activité
phéromonale est généralement associée avec l@ofrgmiotéinaire de l'urine de souris
(Vanderbergtet al, 1975 ; Marchlewska-Koj, 1981).

Comme I'organe voméronasal a pour seul acces wertove a la base de la cavité nasale,
les récepteurs de cet organe sont isolés du flealrui portent les molécules odorantes
volatiles jusqu'a I'épithélium olfactif. Par consémt, I'acces des stimuli & I'organe
vomeéronasal dépend entierement d’'un mécanisme upgoqui est sous le contrdle du
systeme nerveux autonome. Ce meécanisme de pompepagiactivation du systeme
sympathique et entraine une constriction des aissedans l'organe voméronasal,
conduisant a un flux de mucus dans I'organe vonsgsan(Meredith et O’Connell, 1979).
Cette pompe n’est pas activée continuellement owastile cycle respiratoire, mais son
activation apparait dans des situations associéés @ouveauté et I'exploration de

I'environnement (Meredith, 1994).
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Des comportements spécifiques sont souvent observéssociation avec l'investigation

de stimuli voméronasaux et leur acces a I'orgameéronasal. En effet, chez la plupart des
mammiféres, et en particulier chez les rongeurdédbage et la respiration de marques
urinaires permettent l'introduction de composéggngs dans la cavité nasale permettant

ainsi leur accés a I'organe voméronasal.

IV- Les récepteurs de I'organe voméronasal

Chez les rongeurs, les récepteurs de I'organe vmmaéal sont des neurones bipolaires,
dont la dendrite qui atteint la surface de I'éditihd est munie de microvillosités. Comme
les neurones olfactifs, les neurones de I'orgamaéronasal sont doués d’'une capacité de
régénération. Il est estimé que le temps de sdfuige cellule neurosensorielle de I'organe
vomeéronasal est de 2 a 3 mois (Wilson et Raisri@80 ; Yoshida-Matsuokat al,
2000 ; Matsuokat al, 2000) et qu’il existe deux podles de cellulesmjaatives, localisés a
chaque extrémité et au niveau de la couche baedlépithélium de I'organe voméronasal
(Giacobiniet al,, 2000).

Deux familles multigeniques de récepteurs couplédea protéines G, les récepteurs
voméronasaux 1 et les récepteurs voméronasauxt2eténdentifiees (Dulac et Axel,
1995 ; Herrada et Dulac, 1997 ; Ryba et Tirind&997 ; Matsunami et Buck, 1997).

Ces récepteurs partagent une faible homologie @eex présents dans I'épithélium
olfactif et il existe une faible homologie entresleleux classes de récepteurs. Ces
récepteurs comportent sept domaines trans-membear@ui different d’'une part par leur
liaison a différentes protéines G (Jia et Halp&®06), et d’autre part par la longueur de
leur domaine NH2-terminal extracellulaire. Chaqypet est localisé dans une région
distincte de I'organe voméronasal. Les réceptearséronasaux 1, localisés dans la zone
apicale de I'épithélium neurosensoriel de I'orgatoenéronasal proche du lumen, sont
couplés a une protéineal@, et possédent un domaine NH2-terminal relativenoeurt.

De plus, il existe une forte diversité de séqued@es leur domaine trans-membranaire
(Tirindelli et al, 1998). Les V1Rs comprennent une famille d’envird50 genes
fonctionnels (Rodriguez, 2004 ; Rodriguezal, 2002). Les récepteurs voméronasaux 2
sont quant & eux couplés a une protéin®,Gt sont situés dans la région basale de
I'épithélium sensoriel de I'organe voméronasal.cienprennent une famille d’environ 60
genes fonctionnels (Yangt al, 2005) et se distinguent par leur long domaine

extracellulaire NH2-terminal qui est supposé se éeec des molécules. Il existe des
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homologies entre les séquences des récepteurs waasaux 2 et les récepteurs au
glutamate qui possedent également un large doneximacellulaire NH2-terminal, et qui
ont une faible adaptation. Comme la structure de deux types de récepteurs est
différente, on peut supposer qu’ils répondent téhts types de signaux chimiques. Les
petites molécules organiques se lient préféreati@ht sur le site transmembranaire de
liaison des récepteurs voméronasaux 1 (Del Pantal, 2002, Leinders-Zufalet al,
2000), tandis que les peptides interagissent a/éamly domaine extracellulaire des VR2s
(Kimoto et al, 2005 ; Leinders-Zufakt al, 2004).

Les seuils de détection pour certaines moléculastigité phéromonale, mesurés par des
techniques d’électrophysiologie et d'imagerie caale avec enregistrement du calcium
intracellulaire, sont remarquablement faibles, 'dedte de 10° & 10" moles, placant les
neurones de l'organe voméronasal parmi les plusildes chimiodétecteurs chez les
mammiféres (Leinders-Zufadit al, 2000).

V- Mécanismes de transduction des signaux

La transduction du signal chez les récepteurs vomadsaux 1 et les récepteurs
vomeéronasaux 2 est réalisée par la voie de la piotippse C (Figure 10). Via différentes
protéines G hétérotrimeériques expriméees par lesptéars vomeronasaux, des ligands
activent la phospholipase C, aboutissant a la mtomtu d’'un second messager, l'inositol-
tri-phosphate (Weseka et Anholt, 1997). Il réswdgalement de cette activation une
production de diacylglycérol, qui va générer parsiate de I'acide arachidonique. Ces
processus vont aboutir a I'ouverture des canauxRIPBcalisés dans les microvillosités
des neurones sensoriels, ce qui aura pour consegjugre modification du potentiel de
membrane (Liam et Corey, 1996). Le fonctionnemezd danaux TRPC2 est la voie
principale de transduction qui entraine une réaaio chaine de seconds messagers suite a

la stimulation de I'organe voméronasal par desqhénes (Lucast al, 2003).
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Figure 10 : Mécanismes de transduction du signal dans lersgst@®méronasal
(D’apres Dulac et Torello, 2003)
VR1/VR2 : récepteurs voméronasaux de type 1 eBRi2/Gao : protéines G (avec trois sous-
unités :a, p ety) couplées aux récepteurs voméronasd®ixG : PhosphoLipase CIP3 : Inositol
TriPhosphate PIP2: Phosphatidyl-Inositol-diPhosphat@AG: DiAcylGlycérol;
aa acide arachidoniquep2m : microglobuline2 ; Trp2 : canal cationique.

Des travaux conduits par Locontt al. (2003) ont permis d’acquérir de nouvelles
connaissances dans la compréhension de la dételgsophéromones. Ces chercheurs ont
montré I'existence de la famille M10 appartenantamplexe majeur d’histocompatibilité
non classique et des microglobulirs Ces éléments sont fonctionnellement associés aux
récepteurs voméronasaux 2 et participeraient alols détection des phéromones. En
effet, 'association moléculaire entre les M10ext técepteurs voméronasaux 2 a la surface
des dendrites de I'organe voméronasal pourraitealié mécanisme et la spécificité de la
reconnaissance phéromonale, ajoutant ainsi un gegr@émentaire de complexité dans le

processus de détection des phéromones.

VI- Le bulbe olfactif accessoire

Chaque neurone sensoriel de I'organe voméronaggter un axone dans le bulbe olfactif
accessoire, une structure spécialisée située dam fdgrsocaudale par rapport au bulbe
olfactif principal (Halpern et Martinez-Marcos, Z)0Le nerf voméronasal rejoint le bulbe
olfactif accessoire en passant par la lame cribléd’'os ethmoide. Les neurones qui
expriment la sous protéine;&(soit les récepteurs voméronasaux 1) projettens dan

partie antérieure du bulbe olfactif accessoirersalgue les neurones exprimant la sous

protéine G, (soit les récepteurs voméronasaux 2) projettens dia partie postérieure du
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bulbe olfactif accessoire (Jia et Halpern, 199@intenant la ségrégation spatiale observée
au niveau de I'organe voméronasal (Figure 11). &son de cette ségrégation, plusieurs
études portant sur les aspects biochimiques dévidion de I'organe voméronasal ou
I'activation neuronale du bulbe olfactif accessoseaggéerent que les récepteurs
vomeéronasaux let les récepteurs vomeéronasaux Eagmirreconnaitre différents types de
stimuli et par conséquent entrainer des comportenffierents.

Les axones des neurones de l'organe voméronasaimexp le méme récepteur
convergent vers un faible nombre de glomérules 36)adu bulbe olfactif accessoire (Del
Puntaet al, 2002). Les cellules mitrales du bulbe olfaatitessoire peuvent avoir d’'une a

six dendrites connectées a plusieurs glomérules.

BOA

antérieur

postérieur

Cortex

OVN

zone
basale

Zone

apicale V2Rs

V1Rs

Figure 11:. Projection des VR1s et des VR2s respectivemard abulbe olfactif accessoire
antérieur et postérieur. (OVN : organe voméronaB&A : bulbe olfactif accessoire ; BO : bulbe
olfactif principal). (D’aprés Mombaerts, 2004).

VII- Projections centrales

Les cellules mitrales du bulbe olfactif accessqirejettent dans le noyau de I'amygdale
médiane, dans l'aire postéromédiane de I'amygdatgcale (ces deux structures forment
I'amygdale voméronasale), et dans le lit du noyadadstrie terminale (Figure 12). Toutes
ses connections sont bidirectionnelles suggéraathaucle de feedback (Boehm, 2006).
Ensuite, ces différentes aires de I'amygdale peaptau niveau de I'hypothalamus,

générant alors des réponses comportementalesadraresd (Liet al, 1990).
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Plusieurs études suggerent des ségrégations foneties au sein de l'amygdale
voméronasale (Chait al, 2005). Les parties dorsale et ventrale du nal@allamygdale
médiane postérieure sont respectivement activéesligsstimuli de reproduction ou de
défense (Swanson, 2000 ; Canteras, 2002). Lesctimje de ces deux noyaux de
'amygdale médiane au niveau de I'hypothalamus sordtomiquement distinctes. La
partie dorsale de I'amygdale médiane projette swistnoyaux hypothalamiques
interconnectés et impliqués dans les comportemidgsa la reproduction : le noyau
préoptigue médian, le noyau hypothalamique ventdiame et le noyau premammilaire
ventral. En parallele, la partie ventrale de l'aniglg médiane est activee par des stimuli
de défense, comme des odeurs de prédateurs (Déedpstbal, 2001 ; McGregoet al,
2004), et projette au niveau du noyau hypothalamiutérieur et au niveau de la partie
dorsomédiane du noyau hypothalamique ventromédias. informations provenant de
I'amygdale en direction de I'hypothalamus médiarfas# par des projections directes ou
par un relais dans le lit du noyau de la strie teate (Donget al, 2001 ; Dong et
Swanson, 2004). Ce dernier recoit des informatjpas innervation directe des cellules
mitrales du bulbe olfactif accessoire et par uaisehu niveau de 'amygdale, suggérant un

réle majeur dans l'intégration du

signal voméronasal  (Newmar Phéromones
1999). L 4
Organe voméronasal
-~ BOA
Figure 12: Transmission de I'information 1 EACOpm
sensorielle dans le systeme voméronasal -'-'-»t
(BOA : Bulbe Olfactif Accessoire ; AME : ~ Amygdale AME
amygdale médiane ; ACOpm : amygdale < AP
corticale postérieure médiane ; AP : A 4 :
amygdale postérieure ; BNST : lit du BNST| - ¢

noyau de la strie terminale)
(D’apres Brennan, 2001).

| Hypothalamus médian

Réponses comportementales Réponses endocrines

Reproduction . L Prolactine
Défense T LHRH
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VIII- Conclusion

Durant les quinze dernieres années, la connaissiunaystéme voméronasal et de son
fonctionnement a connu de fortes avancées. Enl@aralu systéme olfactif, le systeme
vomeéronasal a pour fonction la reconnaissance igrilstichimiosensoriels de différentes
classes. L'épithélium neurosensoriel de I'organmé&mnasal est constitué de deux types
distincts de récepteurs, les récepteurs voméroraba les récepteurs voméronasaux 2
qui différent les uns des autres. Les stimuli deghne voméronasal sont typiquement des
protéines non-volatiles appartenant a la familles dipocalines, nommées protéines
urinaires majeures, qui se lient a des petites cot#8 volatiles. La liaison récepteurs-
ligands active un signal de transduction agissant’'imtermédiaire de la phospholipase C,
conduisant a une augmentation de I'inositol trigihage et du calcium intracellulaire. Les
récepteurs voméronasaux 1 et les récepteurs voasaox 2 projettent, via différentes
parties du bulbe olfactif accessoire et de 'amygdau niveau du noyau hypothalamique
médian. Les diverses aires de I'hypothalamus régules comportements de défense, de
reproduction, ainsi que des secrétions neuroenuExriLa détermination des relations
entre les ligands et les récepteurs actives casstin axe de recherche principal, qui
permettra d’apporter des éléments fondamentaux dens compréhension du

fonctionnement du systéme voméronasal.
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Partie 3 : Le systéme trigéminal

Outre les systemes olfactif et voméronasal, il texans la cavité nasale un troisieme
systeme chimiosensoriel, le systéme trigéminal. 8om provient de son organisation
anatomique puisqu’il regroupe trois branches péripjlnes nerveuses: les nerfs
mandibulaire, ophtalmique et maxillaire. Le systénggminal nasal fait partie du systeme
somesthésique et participe a la perception de senddiirritation. Il est moins sensible

que le systeme olfactif (Green et Lawless, 19919. @us, la plupart des composeés
chimiques inhalés activent conjointement le systeifactif et le systéme trigéminal, et il

a été montré que l'activation du systeme trigéminfillence la perception des odeurs et
des mélanges d’odeurs (Cometto-Muiiz et Hernanile2Q). Cette partie présente la
nature des stimuli, le réle du systeme trigémiaadsi que le traitement périphérique et

central des messages véhiculés par ce systeme.

I- Nature des stimuli

A travers différentes structures réceptrices, lesfsnafféerents du systeme trigéminal
percoivent des sensations de toucher, de presdmnempérature et de nociception
(Sekizawa et Tsubone, 1994). La plupart des stinezlimiosensoriels activent
conjointement le systeme olfactif et le systemgéiminal et possédent alors des propriétés
olfactives et irritantes. Le menthol par exempleyree odeur caractéristique et produit
également une sensation de froid et de picotentéme. étude menée sur 47 molécules
(Doty et al, 1978) a montré que seuls la vanilline et I'aciiecanoique stimulent
uniquement le systéme olfactif, et que, au cordraseul le dioxyde de carbone (O
active de facon sélective le nerf trijumeau (Cami/6).

Les stimulations du systéme trigéminal sont déésci@ des concentrations moindres,
avant méme que l'odeur ne soit percue (Jacquat., 2004). Le complexe sensitif du
trjumeau intégre, dans le tronc cérébral, lesrmftions somesthésiques (mécaniques,

thermiques, proprioceptives) en provenance deHarsporofaciale et des méninges.

II- Rble du systéme trigéminal

La fonction principale du systeme trigéminal esigi¥ comme une sentinelle des voies

aériennes, en stoppant l'inspiration afin d’éviéet'organisme d’inhaler des substances
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potentiellement toxiques. Lorsque le systeme trigéimest activé, diverses réactions
physiologiques sont observées, comme une sécrédisale accrue, une vasodilatation, une
inhibition des mouvements ciliaires par des réffeagonaux locaux, des éternuements,
une hypertension, une inhibition de la respirapan des mécanismes de réflexes centraux
(Widdicombeet al, 1988). Ces réponses entrainent la dilution del€cules, empéchant
'inhalation d’'une plus grande quantité de substancitante. Des réponses motrices
globales permettent également d’écarter le stimpidiientiellement nocif.

I1l- Anatomie

3-1- Niveau périphérique

La cavité nasale est innervée dans la partie h@artéa branche ophtalmique (V1) et dans
la partie basse par la branche maxillaire du coxeptejumeau (V2). Les fibres de ces
branches projettent dans les noyaux trigéminautxrahc cérébral, puis via le thalamus,
vers le cortex somatosensoriel. Différents typefilites sont impliqués dans la médiation
des sensations trigéminales. L’activation des fibten myélinisées (C-fibers) produit des
sensations de brdlure, tandis que des sensatiquarges apparaissent apres I'excitation
des fibres myélinisées @&ltafibers) (Hummel, 2000). Le systeme trigéminal petrmar
I'intermédiaire de la nociception d’évaluer desacaéristiques de température, de pression
ou d’acidite.

L’existence d'une double représentation de la douldans le complexe sensitif du
trjumeau, au niveau des sous-noyaux caudal et@eté établie. L'essentiel du message
douloureux est véhiculé par les fibres périphégde type C démyélinisées qui se
terminent dans le sous-noyau caudal. Ce dernievea@ son tour les neurones
nociceptifs du sous-noyau oral, qui ont des progsi§imilaires a celles des neurones de
la couche V de la corne dorsale de la moelle ém@niees fibres &, myélinisées, se
terminent quant a elles a la fois dans les trois swmyaux, oral, interpolaire et caudal.
Les fibres C portent en plus grande proportionréespteurs VR1 (Vanilloid Receptor 1)
(engagés notamment lors d’'une élévation de tempéatjue les extrémitésdlet sont
impliquées en majeur partie dans l'initiation dussege nociceptif.

De trés nombreuses substances sensibilisent lesepteurs : bradykinine, histamine,
prostaglandines et leucotrienes. Les fibres C soajoritairement soumises a des
sensibilisations, c'est-a-dire & une diminutionsduil de détection et une amplification

de la réponse douloureuse. Les fibréssant quant a elles majoritairement sujettes a des
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désensibilisations ou a une augmentation du seeil rébonse nociceptive. Ces
phénomeénes de sensibilisation ou de désensikbiisatbbservés chez I'homme et
apparaissant en cas de stimulations continuespatées, dépendent néanmoins du type

de substance inhalée et de I'intervalle « intefismi (Brand, 2006).
3-2- Niveau central

Le complexe sensitif du trijumeau (Figure 13) traetles messages nociceptifs vers un
ensemble de régions corticales, 'amygdale ou kitlyplamus, par l'intermédiaire de
relais situés dans le thalamus, la formation ré&bulbaire, le noyau parabrachial et le
noyau du faisceau solitaire. Ces structures ppéiti a I'intégration des différents
aspects de la douleur: sensori-discriminatif, mQtegétatif, émotionnel. Les aires
corticales fonctionnent par le biais d’interactiogsiproques avec le thalamus et d’'une

modulation directe des relais pré-thalamiques @atlal, 2003).

Somatosensorie/
insulaire

@ Frontal
Cingulaire

Noyau ventropostéromédian

groupe postérieur QUUEIEILITH]

- Noyau =
principal

Sous-noyau
oral

Racine

Complexe sensitif | Noyau Sous-noyau i N

du trifjumeau | spinal Interpolaire

Sous-noyauy
caudal

Figure 13 : Organisation du complexe sensitif du trijumeadesses connexions chez le
rongeur. Les voies ascendantes issues du commagéisdu trijumeau ou du thalamus, et
les voies descendantes issues du cortex sont eepeésA : fibres myélinisées &; C :
fibres démyélinisées CV1: nerf ophtalmique Y2: nerf maxillaire ;V3: nerf mandibulaire.
En rouge, sont représentées les sous branchesW2lietervenant dans la perception de
lirritation au niveau de la muqueuse de la candéale (ICN). (D’aprés Dallekt al, 2003).
Il existe au niveau central un ajustement permament’amplification du message
nociceptif sous la dépendance des récepteurs tangite de type N-méthyl-D-aspartate,
impliqgués notamment dans les processus de poisatiah a long terme. Le
déréglement des divers mécanismes de modulatiostitten probablement un élément

clé de la physiopathologie des douleurs chronifigdminales.
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Partie 4 : Mécanismes de protection des voies olfactives et
modes d’action des substances toxiques.

L’inhalation est une voie majeure d’exposition aubstances chimiques présentes dans
I'environnement. L’exposition continue de la cavib@sale, et par conséquent de la
mugueuse olfactive, a des agents xénobiotiquesgeeula nécessité de neutraliser ces
composés via une activité de biotransformation. keegymes de biotransformation
présentes dans le systéme olfactif ont pour roddmance des molécules odorantes et la
détoxification des agents xénobiotiques. Ces engysmnt bien caractérisées dans le
systeme olfactif principal, mais leur étude est msoiapprofondie dans le systeme
vomeéronasal.

Ce chapitre traite dans une premiere partie ddéreiftes sécrétions enzymatiques de la
muqueuse nasale principale, et dans une deuxiertie gas sécrétions enzymatiques dans
I'épithélium voméronasal. Une derniere partie estsacrée au role de ces enzymes de

biotransformation.

I- Mécanismes de protection de I'épithélium olfacfiprincipal

1- Sécrétions de la muqueuse olfactive

En raison de sa situation anatomique, la muqueliisetive est vulnérable aux polluants
présents dans l'air inspiré. Cette muqueuse canties cellules associées a des réactions
inflammatoires et immunitaires, en particulier desitrophiles, des cellules plasmatiques,
des monocytes et des macrophages. La plupart dgsnes qui métabolisent les agents
xénobiotiques sont situées dans les cellules deéiesgules conduits des glandes de
Bowman et les cellules basales progénitrices. laasdgs de Bowman sécrétent du mucus,
substance aqueuse composée d'un ensemble de nysammblarides acides, sulfatés ou
neutres. Ce mucus contient des composeés jouardlerme défense et de protection de la
muqueuse olfactive. Ces composés sont des lysozgmtenicrobiens et la lactoferrine,
des constituants enzymatiques comme les aminopspsd des endopeptidases, des
carboxypeptidases ou des peroxydases. Un certantneod’antioxydants sont également
présents dans le mucus, comme le glutathion rédest, mucines et un abondant
antioxydant thiol spécifique. Le mucus nasal carttiégalement des protéines et des

peptides, incluant des leucoprotéases sécrétaitabiteurs, la substance P, le peptide
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intestinal vasoactif, et des protéines de transpamime les protéines liant les molécules
odorantes (dénommées OBP pour Odorant-Binding iRe)teCes protéines résultent d’'une

transsudation du sérum, d’une synthese locale unedsécrétion.

La muqueuse nasale posséde de fortes concentratiomszymes de phase | (cytochrome
P450) et en enzymes de phase Il (UDP glucurongktémase, glutathion-S-transférases,
sulfates transférases). Les molécules odorantesrsent les membranes des cellules de
soutien grace a leurs propriétés hydrophobes. EHteg ensuite hydroxylées par les

enzymes de phase |. Puis les produits des hydrtoxytasont relayés aux enzymes de
phase II. Au final, les produits de biotransformatis’accumulent dans le lumen du

réticulum endoplasmique, puis sont externalisésipanécanisme de sécrétion vésiculaire.

2- Enzymes de détoxification présentes dans la mueguse olfactive

2-1- Principale enzyme de phase 1 : le cytochromé&$0

Localisation : La « superfamille » génique P450 encode envirof Btbnoxygénases
structurellement similaires. Ces enzymes sont ug#es en forte quantité dans
I'épithélium olfactif (Dahl et Hadley, 1991). Ellesont localisées en particulier dans le
réticulum endoplasmique lisse des cellules. Pluslidecytochromes P450 différents ont
éte identifiés dans la muqueuse olfactive des mé@nes. Dans la muqueuse olfactive de
souris, la forme prédominante de cytochrome P45G&8YP2A5 (Swet al, 1996). Il est
exprimé dans la partie apicale des cellules deio@t dans les canaux excrétoires des
glandes de Bowman (Pirast al, 2003). L'expression des CYP2A5 et d'autres
cytochromes dans la muqueuse olfactive serait sérespour la protection des neurones
olfactifs contre les dommages potentiels des ptedakiques (Adamst al, 1991; Chen

et al, 1992). Certains CYP450 sont spécifiqguement exgsi dans la muqueuse olfactive.
C’est le cas par exemple des CYP2G1 (dual, 1997; Nefet al, 1989).

Rdéle :les cytochromes P450 sont des hémoprotéines ganjaun réle essentiel dans la
bioactivation et la détoxification d’'une large \&é de substances xénobiotiques. Les
substrats de ces cytochromes sont soit des sabstgrarticipant au fonctionnement
physiologique de l'organisme comme des hormonesoigiEs, des eicosanoides, des
rétinoides, soit des agents xénobiotiques commenseicaments, des procarcinogenes,
composes polarisés facilement excrétés soit diremtg soit aprés conjugaison avec des

agents hydrosolubles comme l'acide glucuroniquéeaiutathion.
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2-2- Enzymes de phase 2

a/ les glutathion S-transférases

Localisation :comme pour les enzymes de phase |, les glutaBitvansférasesontrent
différents patterns d’expression le long de l'axstro-caudal de la muqueuse nasale
(Banger et al, 1994 ; Robinsoret al, 2003). Elles sont réparties dans des zones
spécifiqgues de la muqueuse olfactive, de facongméahnte dans les cellules de soutien et
les glandes de Bowman des cornets olfactifs laxés¢hitby-Loganet al, 2004). Les
glutathion S-transférases sont situées dans lesalyies cellules, et certaines ont été
retrouveées dans les microsomes et les mitochondries

Rdle :les glutathion S-transféraseatalysent la conjugaison des glutathiones rédaites
des substrats électrophiles, incluant des interamé&di formés lors des réactions de catalyse
du CYP450, ce qui diminue leur réactivité avecpestéines et d’autres macromolécules
cellulaires (Armstrong, 1997; Eaton et Bammler,9)99

b/ les UDP glucuronyl transférases

Localisation :les UDP glucuronyl transférasésussi appelées glycosyltransférases) sont
localisées dans les glandes de Bowman et dansllakes de soutien.

Rdle :Les UDP glucuronyl transféraseatalysent la conjugaison des acides glucuronique
UDP avec différents substrats (Mackergial, 1997). Les substrats de ces enzymes sont
des agents xénobiotiques, comme des médicaments, pdduants, des additifs
alimentaires, ou des composés endogenes comme tdesides, des hormones
thyroidiennes, des vitamines et des rétinoidesh(/eft990). La glucuronidation conduit

a la formation de glucuronides hydrophiles portdeg groupements hydroxyle, carboxyle

ou amines qui sont excrétés dans la bile et I'urine

c/ les sulfates transférases
Localisation :les sulfates transférases sont localisées prilecint dans les cellules de
soutien (Miyawaket al., 1996).

Réle : les sulfates transférases catalysent le transfem groupe sulfonate du 3'-

phosphoadenosine-5’-phosphosulfate aux substratsneodes phénols, des énols, des
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alcools ou des amines. Les produits de formationt des monesters d’acide sulfuriques
(Matsui et Homma, 1994). En fonction de leur swdisspécifique, elles sont classées en
phénols sulfates transférases, hydroxystéroiddatasiltransférases, oestrogénes sulfates

transférases et flavonol sulfates transférases.

II- Mécanismes de protection de I'organe voméronasa

1- Enzymes de détoxification présentes dans I'organvoméronasal

a/ Enzyme de phase 1 : le cytochrome P450

Plusieurs isoformes du cytochrome P450 ont ététifdms dans I'OVN: CYP1A2,
CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2G1 et CYP3A (@ual, 1999). Cependant, leur niveau

d’expression est moins élevé que dans I'épithéllfiactif.

b/ Enzyme de phase 2 : les glutathion S-transférase

Une étude a montré I'expression de la glutathictrewssferase et de trois isoformes alpha,
mu et pi dans les épithéliums sensoriels et noses@is de I'organe voméronasal (Green
et al, 2005). Les résultats de cette étude indiqueatfarie localisation des glutathion S-
transférases dans les corps cellulaires des neurmreéronasaux. Le réle et l'influence

des glutathion S-transférases sur la neurogenéaeleimioréception reste a déterminer.

c/ Autres enzymes de phase 2

Aucune donnée concernant la présence d’autres eszygm phase I, telles que les UDP
glucuronyl transférases ou les sulfate transférasa®té trouvée dans la littérature.

Ill- R6le des enzymes nasales

3-1- Protection des tissus

Les enzymes nasales assurent une protection frldet autres tissus de I'organisme. A
titre d’exemple, la capacité des carboxylestérassts suffisante pour détoxifier des

concentrations d’ester inhalées allant de 100008 @m telle que I'acétate d’éther (Dahl,
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1988). L’activité des enzymes rhodaneses nasaessudfisante pour détoxifier des
concentrations inhalées en cyanide d’hydrogene 8@ »pm chez le rat (Lewist al,
1991).

3-2- Modification des stimuli olfactifs

Les métabolites des substances odorantes conttibuanqualité des odeurs inhalées. En
effet, ils sont plus solubles que les moléculesraates elles-mémes, et peuvent atteindre
de fortes concentrations dans le mucus baignamétepteurs olfactifs (Dahl, 1988 ; Price,
1984). lIs joueraient donc sur la sensibilité,teinsité et la perception d’'une odeur (Dahl,
1988 ; Price, 1986). Cependant, 'accumulationudessnces odorantes lipophiles peut par
ailleurs altérer le fonctionnement cellulaire. Ajnses métabolites peuvent saturer les
mécanismes de clairance des molécules odorantgsthme la production énergétique des
mitochondries, et supprimer ou sensibiliser legesyes immunitaires locaux (Ding et
Dahl, 2003).

3-3- Métabolites et toxicité

Les enzymes de biotransformation, en particulies &zymes P450, générent des
intermédiaires réactifs des substances inhaléeguicpeut entrainer une certaine toxicite.
En effet, en cas de fortes concentrations inhaléssnétabolites réactifs s’accumulent et
provoguent une cytotoxicité au niveau de la mugeaussale. Il a été montré (Dadilal,
1985) que les époxydes de benzopyrene, intermésliggéactifs ayant une longue demi-vie,
sont transportés dans des organes voisins compteatgnx, le systeme olfactif principal,
la cavité nasale antérieure et le bulbe olfact&n®ces organes, les activités enzymatiques
de biotransformations sont plus faibles que damadgueuse nasale, et les époxydes de
benzopyréne présentent donc une toxicité poteaitiBle nombreux composés, comme le
ferrocene (Sunet al, 1991), lacétaminophene (Gentest al, 1998), le 2,6-
dichlorobenzonitrile (Brittebo, 1997), ou la coumar (Guet al, 1997) sont métabolisés
en des substances toxiques susceptibles de prathsineécroses au niveau de I'épithélium

olfactif.

36



IV- Conclusion

Le systeme olfactif est exposé en permanence adibiant, contenant de nombreux

polluants atmosphériques. Sa position anatomiqgue velnérables les cellules présentes
dans I'épithélium olfactif. Cependant, le systénfaatif contient de nombreuses enzymes
de biotransformation, jouant des réles importandsisdla détoxification des agents

xénobiotiques inhalés. Ces enzymes ont une fopgaati® métabolique, leurs substrats ont
des origines variées, et leur expression est sgaeifa un type cellulaire. Les enzymes de
biotransformation sont de phase | ou de phasdlds BEltérent les agents toxiques inhalés
en les convertissant en des métabolites moins uegigu en les activant en composés
chimiques réactifs pouvant conduire a des dommiagesix. Ces enzymes sont également
présents dans I'organe voméronasal, mais des waugplémentaires seront nécessaires

pour les identifier en totalité.
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Partie 5 : Polluants et leurs effets au niveau de la cavité nasale

D’aprés la directive du 30 décembre 1996 relativéadoi sur I'air et ['utilisation
rationnelle de I'énergie, la pollution atmosphéeast définie comme « lintroduction par
'Homme, directement ou indirectement, dans l'atpi@se et les espaces clos, de
substances ayant des conséquences préjudiciablestute a mettre la santé humaine en
danger, a nuire aux ressources biologiques et awsysétemes, a influer sur les
changements climatiques, a détériorer les bien®riel, a provoquer des nuisances
olfactives excessives ». La pollution atmosphériquedes impacts négatifs sur les
écosystemes et sur I'environnement dans son idigrancluant I'espece humaine.
Certains produits sont soumis a des normes oudalgls,sétablis par différents organismes
francais, européens ou ameéricains. Cependantyileaque ces seuils soient dépasses,
notamment dans le milieu industriel. De nombrewdpits sont maintenant connus pour
étre toxiques pour l'organisme, mais tous les pitsduiont pas été testés et leurs effets
évalués pour tous les organes cibles.

Dans cette partie seront présentées en premieleledifférentes sources de polluants, en
second lieu les modes de classification des pdbuagt en troisieme lieu les
caractéristiques des polluants étudiés, incluaffférdnts solvants (toluéne, acétone,
pyridine) et un gaz atmosphérique, le dioxyde dbaze. Les études sur les effets des
polluants au niveau de la cavité nasale des roegeules études menées chez 'Homme

seront exposeées.

I- Sources des polluants

Les polluants présents dans I'atmosphere ont dgmes variées (Figure 14). Il existe une

pollution d’origine naturelle représentée par letvités géologiques terrestres tel que le
volcanisme (émission de soufre) et les événemegtearologiques tels que les orages
(apparition de dioxyde d’'azote). Les combustiomsnime les feux de forét provoquent un
dégagement de dioxyde de carbone. Méme si les iémisde polluants par ces processus
peuvent étre importants a une échelle locale, bagprésentent qu’une faible partie de la
pollution a I'échelle planétaire. En effet, on c@ate que 99.8% du dioxyde de soufre
(SO, présent dans I'atmosphere provient des activiiésiaines, qui constituent une

source majeure de pollution.

La pollution atmosphérique est donc en grande gaginérée par 'Homme, et ce dans

différents domaines. Les sources de pollution apilques sont variables, en fonction des
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caractéristiques de I'endroit ou la concentration polluant est mesurée. Dans lair
extérieur, les sources sont les installations dabestion individuelles, collectives ou
industrielles, qui fournissent le chauffage et ¢dgie, les installations d’incinération de
déchets et les installations industrielles et anédes comme la métallurgie, les raffineries
ou encore la pétrochimie. Les transports maritimésgens et surtout terrestres constituent
également des sources de pollution. Dans les esjraéeieurs, on retrouve des pollutions
de sources présentes dans l'air extérieur et ciggademment, et d’autres sources liées
d’'une part aux activités professionnelles (peintserie, fonderie de métaux...) et aux
activités domestiques (bricolage..), et d’autret panstituées par les émissions dues aux
matériaux de construction et de revétement intéri@produit d’hygiene, fibres
minérales...). Le tabagisme constitue également unecs importante de pollution
intérieure.

Les principales sources de pollution atmosphérgpré donc liées aux activités d’origine
anthropique comme les installations de combustesprocédés industriels et artisanaux,

I'incinération des déchets ménagers et industrélButilisation de véhicules a moteur.

Agriculture Autre
10%\ 2%

Chauffage
commercial
et résidentiel

19 Industrie

52 %
Produits
commerciaux et
de consommation

8 %

Transports

27 %

Figure 14 : Source d’émission de polluants atmosphériques
(D’apres le site internet : www.ec.gc.ca/)

Il- Classification

Il existe plusieurs systémes de classification gEiiants, en fonction de criteres variés,
comme leurs origines, leur transformation dansmtgpheére ou leurs caractéristiques

physico-chimiques (Figure 15).
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Les polluants atmosphériques peuvent étre classédeax catégories, les polluants
primaires et les polluants secondaires. Les padituprimaires sont retrouvés a I'endroit de
I'émission. Il s’agit par exemple du dioxyde de seSQ) et du monoxyde de carbone
(CO). Les polluants secondaires sont issus dealasfiormation physico-chimique des
polluants primaires dans I'atmosphére. C’est ledm$ozone (Q) qui est produit par la
combinaison du rayonnement solaire, d'oxydes d@zet de composés organiques
volatiles.

De nombreuses substances font I'objet de surveglarpar la réalisation réguliere
d’'inventaire d’émission. En France, I'organisme r@éérence chargé de la réalisation
techniqgue de ces inventaires est le CITEPA (Cehtterprofessionnel d’Etude de la
Pollution Atmosphérique), qui a pour fonction lasue des émissions des principaux

polluants atmosphériques par secteurs d’activité.

Naturelle ou anthropique

[ origine ]
type de substance% - [ transformation ]
Gaz ou aérosols Primaire ou secondaire

Figure 15: Critéres de classification de la pollution derl’@’aprés le site internet :
www.atmosphere.mpg.de/)

I1l- Caractéristiques des polluants étudiés

3-1- Les solvants

Les solvants forment un ensemble de produits chiesariés ayant pour caractéristiques
essentielles un fort pouvoir solubilisant associgéna volatilité en général élevee. Cette
forte volatilité a pour conséquence la présenceaeentrations plus ou moins élevées a
de nombreux postes de travail. L’exposition desvditBeurs au solvant se fait

principalement par voie respiratoire et par voitange. En 2003, I'enquéte SUMER 2003
réalisée par 'INRS a montré que 14,7% des salaiaent exposés a des solvants, en

particulier dans I'industrie et la construction RS, 2005a).
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La plupart des solvants appartiennent a la catégims composeés organiques volatiles. Les

composés organiques volatiles regroupent de norsbsesubstances ayant des origines

naturelles et anthropiques. lls contiennent un éféntarboné auquel s’ajoute d’autres

éléments comme I'’hydrogéne, I'oxygene ou le soufe.raison de leurs risques pour la

santé, les composés organiques volatiles sont mMé@sorsoumis a une réglementation,

puisque la France s’est engagée sur le plan irtenad dans le cadre du protocole de

Goteborg, a réduire ses émissions de composésiguganvolatiles d’environ 40 % entre
1999 et 2010, en passant de 2300 kilotonnes émikO88 a 1100 kilotonnes en 2010.

Actuellement, les émissions nationales sont ersbajuisque les derniers chiffres publiés

(CITEPA, 2006) indiquent des émissions de composganiques volatiles d’environ 1400

kilotonnes en 2004.

Il existe quatre grandes familles de solvants dogess utilisés dans l'industrie : les

solvants oxygénés, les solvants hydrocarbonéspleants halogénés et les autres solvants

(Figure 16).

FAMILLE

TYPE DE PRODUITS

solvants oxygénés

alcools / cétones / éthers de glycol / éthers / esters

solvants hydrocarbonés

hydrocarbures aromatiques / solvants pétroliers

solvants halogénés hydrocarbures halogénés

autres solvants

terpenes...

solvants particuliers dont amines, amides,

Figure 16: Classification des solvants

Fin 2004, la consommation globale de solvants emd& était de 548 000 tonnes, avec

principalement des solvants oxygénés (52%) et dearsts hydrocarbonés (41%) (Figure

17).

5% 2%

41%

O solvents oxygénés

M solvants
hydrocarbonés

O solvants halogénés

O autres solvants

52%

Figure 17. Consommation
globale de solvants en
France
100% = 548 000 tonnes
(D’apres INRS,2005a)
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a/ Acétone

H.C : . .
: Figure 18: Structure et représentation
/,C =0 schématique de la molécule I'acétone.
H.C

L’acétone (GHeO) (Figure 18) est un liquide incolore, extrémemealatile, d’odeur
suave et détectable a environ 13 ppm chez 'HonmMBS, 2003). C’est une substance
utilisée couramment comme solvant dans l'industés peintures, des vernis, des encres et
des colles. Ce solvant est aussi utilisé commeanmédiaire de synthese et solvant de
'acétylene. C’est un trés bon solvant d'un grarmmbre de produits organiques et
minéraux. Aprés inhalation, I'acétone est rapidenadasorbée par les voies respiratoires et
distribué uniformément dans les tissus non adipEll&.ne s’accumule pas dans les tissus
adipeux et est rapidement métabolisé par le fagepiincipale voie d’élimination se fait
par rejet de C@ et sous forme inchangée exhalée pour les forvsgsd La demi-vie

moyenne dans l'air de I'acétone est de 22 jours.

b/ Pyridine

H
4
H = H 5 2N 3 - : ) .
igure 18: Structure et représentation
| | O ¢ _ F 18: Struct trep tat
’ MN H 5 KN 2 N ~ schématique de la molécule de pyridine.
* * 1

La pyridine (GHsN) (Figure 19) est un liquide incolore ou légéretrjannatre. Son odeur
acre est caractéristique, désagréable, détectabléHomme a des concentrations faibles,
tres inférieures a 1 ppm (INRS, 2001). C’est unkstance largement utilisée comme
solvant de produits organiques divers. La pyrigiaeégalement utilisée dans la fabrication
de médicaments, de vitamines, dans l'industrie abutchouc et de matiéres colorantes,
dans la préparation d’herbicides et de pesticilaspyridine est absorbée par le tractus
gastro-intestinal, les poumons et la peau. Elleélistinée, sous forme inchangée ou
métabolisée, en majorité par 'urine mais aussigmaféces. Sa demi-vie dans I'air varie de
10 & 20 jours.
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c/ Toluéne

CH,
H H Figure 20: Structure et représentation
schématique de la molécule de toluéne.
H H
H

Le toluéne (GHsg) (Figure 20) est un liquide incolore, modérémetilsle dans I'eau, mais
miscible avec la plupart des solvants organiqudR8, 2004). Chez 'Homme, le seuil de
détection olfactif est d’environ 2,9 ppm (AmooreHsdutala, 1983). Il est utilisé comme
intermédiaire de synthése dans la fabrication dalbmeux produits chimiques (benzéne,
xylene, phénol...). C’est également un solvant pesrpeintures, vernis, encres, colles,
cires. Présents dans certains produits pétrollezst également utilisé en mélange avec le
benzene et les xylenes comme additif de carburamt améliorer 'indice d’octane. Le
toluéne est absorbé par voie gastro-intestinalgpagt voie respiratoire. L’absorption
respiratoire est rapide, et le toluéne apparaitsdensang aprés 10 a 15 minutes
d’exposition. Il se distribue dans les tissus aaltpen particulier le cerveau. Il est ensuite
éliminé tel quel dans l'air expiré et apres transfation dans l'urine, principalement sous

forme d’acide hippurique. Dans I'air, sa demi-vieyanne est estimée a 60 heures.

3-2- Un polluant atmosphérique : le dioxyde de camone (CQ,)

C=0=C Figure 21: Structure et représentation schématique
N~ de la molécule de dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est un gaz atmosphérique @séng’'un atome de carbone et de
deux atomes d’oxygenes (Figure 21). Ce gaz incpioiant, plus lourd que I'air et stable
a température ambiante, est présent a I'étatelatians I'atmosphere et sa concentration
varie de 0,03% a 0,06% (INRS, 2005b). Il est eretefibéré naturellement lors de
combustions, de putréfactions et de fermentatitmmobques.

Il est fréequemment utilisé dans l'industrie agromntaire (conservation et gazéification de

boissons, refroidissement et congélations de denr@édmentaires..), dans le
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refroidissement des caoutchoucs et des matiéregqulas, dans I'extinction des feux, dans
le traitement de I'eau, dans les cultures sougsata fin d’applications médicales (lasers,

cryothérapie...).
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Figure 22: Courbes d’émissions de G@e 1958 a 2004 mesurée a Mauna Loa, dans l'ile
d’Hawaii. La concentration en G@st exprimée en partie par million en volume (pprh&)courbe
grise indique la teneur moyenne mensuelle dg €0a courbe rouge représente la moyenne
annuelle. Le cycle de fluctuation annuel est prigsdans I'encadré en bas a droite.
(D’apres le site internet : www.globalwarmingaoty)

La concentration en CQest en constante augmentation depuis les annés (Efyure
22). L'enregistrement systématique de la concaotraatmosphérique en GQlate de
1958 avec la création d’un programme de monitoéifgbservatoire de Manua Loa situé
a Hawaii (Keelinget al, 1995). En 1959, la concentration atmosphériqueé, a cet
endroit était de 316 ppm ; en 2004, elle est de@80. Ce gaz est actuellement considéré
comme un polluant atmosphérique primaire, en raggBon accroissement regulier et de

son implication dans I'effet de serre (Bertenal, 2004).

3-3- Récapitulatif des propriétés des polluants étiés
Dans les deux tableaux suivants sont indiquéescéeactéristiques principales des
polluants étudiés (Figures 23 et 24) ainsi quevddsurs limites autorisées d’exposition a

ces substances suivant les normes appliquées emcei-ran Allemagne, dans I'Union

Européenne et aux Etats-Unis.
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Densité

Formule numéro Masse de
Polluant molaire Utilisation

chimique CAS (1) vapeur
gimol | (air = 1)
D|0(;(gde coO 124-38-9 | 44.01 153 industrie agroalimentaire, extinction de feux,
carbone : ' ' combustions...

solvant, fabrication de produits

Pyridine | CsHsN | 110-86-1 | 79,1 2,13 pharmaceutiques, industrie diverses...

Intermédiaire de synthése (fabrication de
Toluéne C,Hg 108-88-3 | 92,14 3,14 benzéne, xylénes...), solvants pour peintures,
encres, vernis...

solvant (industrie des peintures encres et colle),

Acétone | C3Hg0 67-64-1 | 58,08 2 intermédiaire de synthése.

Figure 23: Propriétés physico-chimiques des polluants étustiésurs utilisations.

(1) Numéro CAS : numéro d'enregistrement unique d'rodgit chimique, polymere, séquence
biologique ou alliage auprés de la banque de dendéeChemical Abstracts Service (CAS), une
division de American Chemical Society (CAmS).

Etats-Unis Valeur France Union
Polluant TLV- TLV- MAK @) | VME | VLE |européenne
TWA @) | STEL@) 4) (5)

Dioxyde de 5000 30000 5000 NC | NC NC
carbone

Pyridine 5 10 5 5 10 NC
Toluéne 100 150 50 100 150 NC
Acétone 500 750 500 750 NC 500

Figure 24: Valeur limite d’exposition aux polluants étudiés.

NC : Non Communiquée

(1) TLV-TWA : Threshold Limit values (Etats-Unis), moentration moyenne pondérée dans le
temps pour une journée de travail de 8 heureseesemaine de travail de 40 heures.

(2) TLV-STEL : Threshold Limit values (Etats-Unis)precentration maximale pour une période
d’exposition de 15 minutes.

(3) Valeur MAX : Maximale, Arbeitsplatz-Konzentrati@mu concentration maximale sur les lieux
de travail) est la concentration maximale admissipli, dans I'état des connaissances actuelles,
n'altere généralement pas la santé du travailleuvaleur MAK est une valeur moyenne pondérée
sur une journée de travail de 8 heures pour unaiserde 40 heures.

(5) VME : concentration maximale admissible, pour gnbstance donnée, dans l'air du lieu de
travail, ou le travailleur est amené a travaillee yjournée entiere (sur la base de 8h/jour).

(6) VLE : la concentration maximale admissible, pone substance donnée, dans l'air du lieu de
travail, a lagquelle le travailleur peut étre exppsér une courte durée (c'est-a-dire inférieure ou
égale a 15 minutes

La figure 24 indique les valeurs limites autoris@ésxposition aux différents polluants
étudiés. En France, les valeurs limites autoriséexposition professionnelle sont

décomposées en valeurs limites d’exposition a deunte, dont le respect permet d’éviter
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le risque d’effets toxiques immeédiats ou a courtng sur une durée maximale de 15
minutes et en valeurs limites moyenne d’expositiéfinies dans le but de protéger les
travailleurs sur la durée d’'un poste de travai8deures.

D’autres systemes de valeurs limites sont défimissddivers pays. Aux Etats-Unis, les
seuils limites d’exposition (TLV-TWA et TLV-STEL) amt estimés par I’American
Conference Governmental Industrial Hygienists (ABJGIEn raison de l'utilisation des
mémes sources d’information, et des mémes démastlieies, les valeurs établies par
’ACGIH sont souvent utilisées comme repéres ebsémce de valeur limite nationale. En
Allemagne, les valeurs limites d’exposition a undbdstance donnée sont fixées par la

commission MAK.

IV- Effets des polluants sur la cavité nasale chde rongeur

4-1- Effets sur I'épithélium olfactif principal et facteurs de variation

Les mécanismes par lesquels un polluant induit tonecité sur la cavité nasale sont
complexes et le risque pour qu'une substance chienfrésente des effets toxiques au
niveau de la cavité nasale et de I'organisme eergémnlépend de facteurs multiples. La
voie d’exposition constitue un premier facteur deiation. L'exposition a des substances
toxiques peut se faire par inhalation, ingestican&la nourriture ou dans I'eau ingérée),
par voies cutanée et oculaire, et par la circutasigstémique. La durée de I'exposition est
également un parametre déterminant. Celle-ci ptet &gué (de l'ordre de quelques
secondes a quelques minutes), subchronique (dérd’ate quelques jours a quelques
semaines) ou chronique (de l'ordre de quelques @ajaelques années). La structure et
les propriétés physico-chimiques de la moléculaliéd vont permettre de prévoir dans
certains cas la toxicité et les mécanismes d’admiette molécule sur un tissu donné. En
effet, les molécules possédant un ou plusieurseesyatomatiques sont souvent toxiques.
La concentration du produit inhalé constitue unapatre essentiel dans l'interprétation
des effets observés. De plus, la réaction et lésractions avec d’autres substances
présentes dans l'air ambiant peuvent influencemetifier la toxicité initiale d’'une
molécule donnée. Un autre facteur de variationidgact toxique est I'état de sensibilité
de l'organisme. Les effets observés peuvent alarewven fonction de I'age, du genre, du
régime alimentaire et de I'état de santé générdiirividu. Enfin, suite a une exposition,

il faut tenir compte de I'existence d’'une période ldtence. En effet, en fonction des
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conditions d’exposition et de la substance inhalépparition des premiers effets sera
détectée a court terme, moyen ou long terme. Debreum facteurs interviennent donc

dans les effets d’un polluant inhalé sur la mugaeesasale.

a/ Gaz et vapeur

Les propriétés chimiques et physiques des gazpauwa varient considérablement. Afin
de prévoir le site et les mécanismes d’action djam ou des vapeurs inhalés au sein des
tissus du tractus respiratoire, il faut se réfé@rdeux propriétés essentielles : leur solubilité
et leur réactivité avec le tissu (Medinsky et Bohd01). Les gaz solubles dans I'eau vont
pouvoir se dissoudre dans le mucus puis diffuses dies cellules épithéliales du systeme
respiratoire (Figure 25 A). Les gaz peuvent étasss en gaz inertes et en gaz réactifs. Un
gaz réactif interagit avec les composants du muwetusa concentration va alors baisser trées
rapidement. En revanche, un gaz inerte ne va pagr révec le mucus et rester a de fortes

concentrations (Figure 25 B).

B concentration cellules
du gaz épithéliales

voie aérienne

o gaz peu ou pas réactif

mucus

cellules
cpithéliales

capillaire sanguin . .

distance depuis le centre des voies aériennes

Figure 25: A : Solubilité des gaz et vapeur : un gaz trés hsaltdole (en noir) va pénétrer dans la
mugqueuse olfactive, tandis qu’un gaz peu hydrosel(dn blanc) va agir en aval au niveau des
poumons.
B : Réactivité d’'un gaz (D’aprés Medinsky et BondQ2).

b/ Solvants
En raison de leur caractére lipophile, les solvattiignent rapidement la mugueuse nasale
et pénétrent dans les membranes cellulaires. Ilsvgmé également entrer dans la
circulation sanguine par les capillaires nasauxiaserser la barriére cérébrale, produisant
dans des cas extrémes une atrophie des structm@srales centrales, comme les lobes

frontaux ou le cervelet (Hormes al, 1986).
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4-2- Etudes toxicologiques menées chez I'animal

Un nombre croissant de produits chimiques sont t@aant connus pour induire des
modifications morphologiques de la muqueuse olfactdes rongeurs, suite a une
exposition par inhalation (Gaskell, 1990). Ces weas années, de nombreuses études ont
montré que la cavité nasale des rongeurs étaitcible importante pour des agents
potentiellement toxiques, et qu'une large varié& abmposés incluant des polluants
environnementaux (Johnsoet al., 1990 ; Bascomet al, 1995), des meédicaments
(Johansson, 1981 ; Haet al, 1995), des herbicides (Brargttal, 1990), et des produits
chimiques industriels (Reeet al, 1995 ; Morgaret al, 1997) pouvaient entrainer des

lésions de la mugueuse olfactive et I'apparitioriudeeurs chez I'animal (Figure 26).

Durée Effets au niveau

Composé Concentration g . ) . Références
d'exposition | histologique et fonctionne
6h/j 5j/sem Dégénération, perte de Appelmanet
Acétaldéhyde 400-5000 ppmpendant 1 a 28 glandes de Bowman, gﬁ) 1982
mois metaplasie "
I Dégénération, remplacement , .
. . 6h/j 5j/sem A Miller et al,
Acide acrylique 5-75 ppm pendant 13 sem par de I'épithélium 1981

respiratoire, inflammation

Chloroforme 300 ppm 6h/j pendant 1] Dégénération des glandes ¢le Mery et al,

sem Bowman 1994
6h/j, 5j/sem ,
L . . .4+ Hypertrophie des glandes deBuckleyet al,
Diméthylamine 10-511 ppm pendanf[ 6al? Bowman 1084
mois
6h/j, Sj/sem | Diminution de neurones | - o o
Formaldéhyde 0,25-15 ppm pendant 4 moi olfactifs, augmentation deg 1991

cellules basales

Dégénération de I'épithéliurh  Hastings et

Méthylbromide 200 ppm 4hl/j 4j/sem olfactif Evans, 1091
. . . . Giddens et
Dioxyde de 72h, ou 6h/j Nécrose, cedeme, o
10-117 ppm : . Fairchild,
soufre pendant 5j hypertrophie 1972

Figure 26: Effets de I'exposition a des polluants sur I'éplthm olfactif des rongeurs.

Concernant I'épithélium olfactif, une exposition 4@0 a 5 000 ppm d’acétaldéhyde, ou
de 300 ppm de chloroforme induit une dégénératies dlandes de Bowman, une
hypertrophie de ces glandes étant observée lorerposition a 10 a 511 ppm de
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diméthylamine. Une exposition de 0,25 a 15 ppmatenéldéhyde, composé largement
utilisé dans lindustrie chimique pour la synthede produits organiques, a pour
conséquence une diminution des neurones olfadtiisne augmentation du nombre de
cellules basales. Enfin, une nécrose, des cedemameehypertrophie de I'épithélium
olfactif sont observés lors de l'inhalation de cemication allant de 10 a 117 ppm de
dioxyde de soufre, un des principaux polluants afshériques.

L’exposition a des substances toxiques volatilast ggalement altérer les autres types
d’épithéliums présents dans la cavité nasale ediger des nécroses, des inflammations,
des hyperplasies et des hyperkératinisations deitH@ium squameux longeant le

vestibule.

a/ Acétone

Effets généraux

Des études comportementales n’ont montré aucumlaathez des rats exposés a 3 000
ppm d’acétone, pendant 4 heures par jour et 5 jparssemaine (INRS, 2003). Des

expositions aigués a des concentrations allant2d@0@ a 50 600 ppm ont montré une

atteinte du systeme nerveux central chez des seudss rats. Des signes d'irritations des
mugueuses oculaires et respiratoires, ainsi queattegtes rénales et hépatiques, sont
observés chez des animaux lors d’expositions aigudss fortes concentrations d’acétone.
L’exposition par inhalation de 19 000 ppm d’acétgendant 8 semaines entraine une
diminution réversible du poids du cerveau (BruckeePeterson, 1981). La concentration
|étale chez le rat est de 32 000 ppm pour une équosle 4 heures (Pozzagi al, 1959).

Enfin, 'acétone ne serait ni mutagéne, ni térateg@i cancérogene (INRS, 2003).

Effets sur la cavité nasale

Aucune donnée concernant les effets de I'exposdidiacétone sur la cavité nasale, et en
particulier sur I'épithélium olfactif, n’est actdement publiée. Toutefois, chez la souris,
une concentration d’acétone de 23 480 ppm corrgsparau seuil d'irritation sensoriel,
est responsable d’'une diminution de 50% de la #Bqe respiratoire (De Ceauret al,
1981).
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b/ Pyridine

Effets généraux

Les quelques données publiées concernant les affetda pyridine sont issues de
recherches menées chez l'animal, et en particuliezz le rat. Par des expositions
subchroniques a ce solvant (Kristesashvili, 19BBrpv, 1973), des études ont montré des
effets au niveau pulmonaire. De plus, d’autresamavont révélé que I'exposition a la
pyridine entrainait une augmentation du taux dedayiome P450 dans le foie (Hotchkiss
et al, 1993) et dans I'épithélium olfactif principal.h€z le rat, la concentration létale
(CL50, provoquant 50% de mortalité dans une pofuiadonnée) est de 9 000 ppm pour

une heure d’exposition.

Effets sur la cavité nasale

Nikula et Lewis (1994) ont mis en évidence desoléside I'épithélium olfactif chez des
rats exposés a 5 ppm ou 444 ppm pendant 6 heurgsupaurant 4 jours. Ces Iésions sont
constituées de dégénérations vacuolaires dese=liigl soutien, d’'une perte de neurones et
de présence de structures luminales intranasaiedesions observées a 444 ppm n’étant

gue légérement plus séveres a celles observéppra.5

c/ Toluéne

Effets généraux

La concentration létale (CL50, provoquant 50% detatité dans une population donnée
chez le rat est de 7 500 ppm pour une expositiohlikeures. Chez la souris, elle varie de 5
308 a 7 440 ppm pour une exposition de 4 heurexplosition aigué au toluéne entraine
chez les souris et les rats une augmentation fiédaence respiratoire, une hyperactivité,
suivies d’ataxie et d'une perte d'équilibre postur®’autres effets apparaissent
conjointement, comme une modifications du taux elerotransmetteurs (Win-Shve¢ al.,
2007), une neurotoxicité au niveau de I'hippocarepdu cervelet (Korbet al, 1996), et
une perte auditive (Croftoet al, 1994). Des modifications des parameétres sangant
également observées, comme une baisse du nomigaadeytes et une augmentation de
I’'hématocrite. L'exposition aigué au toluene a égadnt une incidence hépatique par
laugmentation du poids du foie et des enzymes tigyms impliquées dans le

métabolisme du toluéne, a partir d’'une expositig®a ppm.
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Effets sur la cavité nasale

Les études concernant les effets de l'inhalationtaleéne sur la cavité nasale sont
quasiment inexistantes. Des données (INRS, 20§4akint qu’'une exposition longue de 2
ans a 1 500 ppm de toluéne produit une inflammat®mta muqueuse nasale avec atteinte
de [I'épithélium olfactif, métaplasie et dégénéresee de I'épithélium respiratoire.
Récemment, une étude du Laboratoire de NeurosaedeeBesancon (Jacquet al,
2006) [ANNEXE 1] a évalué les effets comportemextat histologiques chez la souris
pendant une période d’exposition a une forte canagon de toluéne (1 000 ppm en
moyenne au cours de l'exposition), 5 heures par, jbujours par semaine pendant 4
semaines et dans les 4 semaines suivant I'exposlies mesures sont effectuées chaque
semaine de SO (avant exposition) a S8 (dernieraisende post-exposition). Les tests
comportementaux utilisent un labyrinthe en T ouccin@ des deux branches contient
(aléatoirement) soit un papier filtre imbibé avé@® 1L de toluene dilué a 10%, soit 200
puL d’eau distillée utilisée comme controle. Le tle est une odeur particulierement
répulsive pour les souris puisque la moyenne d’patan de la branche du labyrinthe
contenant le toluéne est de 20 secondes a SO,upeudurée totale de présence dans le
labyrinthe de 5 minutes. Au cours de la premiemaaee d’exposition (S1) les souris
évitent massivement le compartiment contenant liget® (10 secondes de présence en
moyenne) puis au cours des trois semaines suivdigrposition, le temps passé dans le
compartiment toluene augmente (40 secondes en mey&rS3 et S4). Au cours de la
période de post-exposition, 'augmentation du tendpsprésence des souris dans le
compartiment toluéne continue a augmenter (50 skxsoan moyenne a S5, S6 et S7) puis
ce temps de présence diminue fortement a S8 peenirea une valeur moyenne (20
secondes) similaire a celle mesurée avant I'exposf{S0). Ces modifications peuvent étre
liées principalement soit & un phénomeéne d’habdoasoit une modification de réactivité
comportementale (approche-évitement) aux odeurs.nDmbreuses expérimentations
contrble menées au Laboratoire de Neuroscience8edancon ont montré que sur
plusieurs semaines - en dehors de toute expositaes substances volatiles toxiques - le
comportement des souris vis-a-vis des odeurs naitvpas significativement. Ainsi, les
mesures effectuées dans le labyrinthe en T suggguenl’exposition au toluene entraine
une modification de la réactivité aux odeurs quivére plus répulsive en tout début

d’exposition (S1) pour devenir moins répulsive enrs et fin d’exposition (S2, S3, S4) et
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en début de période post-exposition et finalemewemir (S8) a une réactivité proche de
celle observée avant I'exposition.

Les données histologiques hebdomadaires quantifépdisseur et le nombre de cellules
au sein de I'épithélium par marquage a I’hématowyliUne atteinte structurale progressive
de I'épithélium olfactif se matérialise au coursldegyériode d’exposition (S1 a S4) avec
une diminution significative de I'épaisseur et dambre de cellules. Au cours de la
période de post-exposition (S5 a S8) I'épithéliuliaatif recouvre progressivement son
intégrité par une augmentation des deux paramiisgdogiques.

Ainsi, I'exposition au toluene entraine des effelsléteres sur le systeme olfactif
périphérigue et des modifications comportementalesa-vis de cette odeur, les
modifications de ces deux paramétres étant relatwe bien corrélées. Ces effets ne sont
pas irréversibles puisque dans la période quil'&xposition, un retour progressif a des
valeurs mesurées initialement avant I'expositidmese, tant au niveau histologique qu’au

niveau comportemental.
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Chapitre II : Données expérimentales
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Partie 1 : Matériel et Méthode

A : Protocoles d’exposition

I-Animaux

Afin de consituer des groupes homogénes d’individdsites,
chaque étude porte sur 20 souris femelles OF1 agawis mois
au début de chaque expérimentation (10 animauxutibises pour
les tests comportementaux et 10 animaux sont @gilgour les
mesures histologiques). Ces animaux sont indivisésla I'aide

d’'un marquage a I'encre de chine sous les pattgsirg-30). En

dehors des expositions et des tests comportemeriésisouris sont ~ Figure 30:
. : . i individualisation des
réparties par lot de 10 dans deux boites d’'élestayelard. Elles souris par marquage au

sont maintenues dans I'animalerie du laboratoirBlelerosciences hiveau des pattes

(Besancon), dans des conditions standard de tetope(@2°C + 1°C) et d’humidité,

sous un cycle de lumiere de 8h a 20h. Ces anim@pwsent d’eau et de croquettes

ad libitum Il faut noter que dans I'animalerie ou sont p&scées souris OF-1 femelles
utilisées dans les études suivantes, des sourissntld méme souche sont également
présents. Les souris femelles sont donc en cop&otanent avec les molécules volatiles

issues des souris males.

I1- Conditions d’exposition

Deux types d’expositions appelées "exposition deteodurée” et "exposition de longue
durée" sont réalisés (Figure 31). Les expositioes cdurte durée se déroulent sur
5 heures/jour et 5 jours/semaine pendant un moisof@ suivies d’'une période de post
exposition d'une durée d’'un mois). Les expositiaes longue durée se déroulent sur
5 heures/jour et 5 jours/semaine pendant cing Ifsaiss période de post exposition) ou
12 heures/jour et 5 jours/semaine pendant un rsaisi(d’'une période de post exposition

d’'un mois).

Type d'exposition | Conditions d'exposition Exposition| Post-Exposition
Courte durée 5h/j et 5j/ semaine 1 mois 1 mois
5h/j et 5j/ semaine 5 mois -

12h/j et 5j/semaine 1 mois 1 mois
Figure 31: Conditions d’exposition pour les expositions darte et de longue durée.

Longue durée
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Ces protocoles d’exposition sont comparables a cmuxis lors d’exposition a des
substances volatiles (Monticellet al, 1991; Newtoret al, 2002). Les expositions de
courte durée sont des expositions subchroniqueta durée d’exposition est similaire a

celles retrouvée dans le milieu industriel.
2-1- Analyses chromatographiques

Les différentes analyses de mesures de concentsatio produit d’exposition se font par
chromatographie en phase gazeuse. L’instrumenytame utilisé est un Micro-GC CP-
4900 (Varian, Inc.), concu pour l'analyse des ghzles vapeurs. Le gaz vecteur est
I'hélium. Le Micro-GC CP-4900 est connecté a unimatbur qui permet de fixer les
méthodes d'analyse et d’acquérir les données p#edmnédiaire du logiciel CP-Maitre
Elite version 3.2, permettant le controle de I'gsalde chromatographie en phase gazeuse
et le traitement des données (Figure 32). Le d&teast a conductibilité thermique micro-
usiné (TCD). L'injecteur est micro-usiné avec unlumee d’injection pouvant étre

configuré par logiciel.

CAISSE D’EXPOSITION

Ou somplacées Ies souris et un soh

E\\/

Le chromatographe muni d’'un
détecteur mesure la
concentration du polluant étudié
dans la caisse d’expositio

A
v

(2]

Le chromatographe et I'ordinateur sont
reliés entre eux. Les mesures de
concentration sont transmises au poste

CHROMATOGRAPHE de travail qui permettra leur analyse. POSTE DE TRAVAIL

Varian CF-490( Equipé du logiciel C-Maitre Elite

Figure 32 : Schéma de I'installation pour les analyses enmhtographie en phase gazeuse.
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Avant d’effectuer les mesures, plusieurs parametiasalyse sont programmeés (Figure

33). Les analyses chromatographiques sont réalséese pression de 150 kPa, et une
température de colonne de 160°C pour une duréealgsmn de 50 secondes, période de
temps durant laquelle les données seront acquiaesurée d’injection du gaz a analyser,

soit le temps pendant lequel la vanne d’injecteste ouverte, est de 100 millisecondes. Le
temps de préléevement de I'’échantillon, c’est-a-thréemps pendant lequel la pompe est
actionnée pour amener I'échantillon dans le bodtlgection, est de 20 secondes, et son

traitement est effectué a une fréquence de 100spemnde. La sensibilité choisie est

automatique, car elle permet d’obtenir un bas niva&bruit.

Pour chaque produit d’exposition, plusieurs anaydwomatographigues ont été réalisées
afin de déterminer la quantité de produit nécessaiplacer dans la caisse d’exposition

pour obtenir la concentration choisie. Pour chasplestance, un étalonnage est réalisé au

préalable, permettant de déduire les concentradinmgpm en acétone, pyridine et toluene.

Paramétres Données
Température de la colonne 160 €
Température de l'injecteur 100 €
Durée de l'injection 100 mSec
Durée de l'analyse 50 Sec
Pression de la colonne 150 kPa
Délai d'acquisition 0 Sec
Fréquence de traitement des échantillons 100 par Sec
Temps de prélevement de I'échantillon 20 Sec
Temps de stabilisation 2 Sec
Sensibilité automatique
Mode de pression statique
Gaz Vecteur Hélium

Figure 33: Parametres de configuration des analyses chronagtoigues
par le Micro-GC CP-4900.

2-2- Mesures chromatographiques

a/ Acétone

L’analyse chromatographique indique que pour unantii¢ d'acétone de 4 mL, la
concentration en acétone dans la caisse d’expodiic de I'expérimentation de courte
durée (1 mois) est d’'une moyenne de 7500 ppm (€i84y.
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b/ Pyridine

Figure 34: courbe
représentant I'évolution de

la concentration en
acétone (mesurée en ppm)
pour 4 mL d’acétone lors
d’'une exposition de 5h.

L’analyse chromatographique indique que la cone#iotn en pyridine lors de

I'expérimentation de courte durée (1 mois) est d’'mmoyenne de 3600 ppm (Figure 35)

quand 1 mL de pyridine est introduit dans la cagsegposition.

8000

6000

4000

2000 +

Concentration en pyridine (en ppm)

30

1h

1h30

2h 2h30 3h 3h30 4h 4h30 5h
Temps (en heures)

Figure 3t : Courbe
représentant I'évolution de la

concentration en pyridine
(mesurée en ppm) pour 1 mL
de pyridine lors d’'une
exposition de 5h.

L’analyse chromatographique indique que pour 15delLpyridine, la concentration en

pyridine lors de I'expérimentation de longue duf&enois) est d’'une moyenne de 50 ppm

(Figure 36) dans la caisse d’exposition.
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E o |

% J Figure 36. Courbe représentant
5 I’évolution de la concentration
& 40 I | en pyridine (mesurée en ppm)
z pour 15 pL de pyridine lors

e d’'une exposition de 5h.
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c/ Toluéne

Difféerentes analyses chromatographiques ont révglee 150 pL de toluene

correspondaient a une concentration moyenne deR6&0(Figure 37).

400

w

o

s}
—

Figure 37: Courbe représentant
I’évolution de la concentration en
toluéne (mesurée en ppm) pour
150 uL de toluéne lors d’'une
exposition de 5h.
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Concentration en toluéne (en ppm)
=
o
o

30 min 1h 1h30 2h 2h30 3h 3h30 4h 4h30 5h
Temps (en heures)

d/ CO;
La concentration en Gn’est pas mesurée par chromatographie, puisqusolass sont

exposees dans un incubateur ou la concentratioegdie. Lors des expositions de courte

durée et de longue durée au @ concentration est de 3% (voir paragraphe 3-1b)
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2-3- Expositions de courte durée

Les animaux sont mis soit en présence d’1l mL dée (soit 3600 ppm) ou de 4 mL
d’acétone (soit 7500 ppm), ou de 3 % de,CCes expositions a différents polluants ont
lieu 5 heures par jour et 5 jours par semaine pgngdamois.

Pour ces trois expérimentations, une période pogpsition d’'un mois suit la période
d’exposition aux polluants, ou les animaux ne sphis exposés mais ou les tests
comportementaux et histologiques sont réaliséss ldar ce mois sans exposition, les
souris sont maintenues a l'animalerie dans des ittonsl standard de température et

d’humidité. La figure 38 présente un récapitulafs parametres d’exposition de courte

duree.
L Concentration Conditions Durée Durée de
Polluant Quantité ; o , o post
moyenne d'exposition | d'exposition -
exposition
Pyridine 1mL 3600 ppm
Acétone 4 mL 7500 ppm 5hij et 5j/sem 1 mois 1 mois
CO; B 3%

Figure 38 : Récapitulatif des conditions d’exposition sur goerte durée.
2-4- Expositions de longue durée

Les expositions des expérimentations longues dyn@dsnt sur deux solvants: la pyridine
et le toluéne, et sur un gaz atmosphérique : le C quantités de polluant sont faibles :
15 microlitres de pyridine (soit 50 ppm), et 150 ge_toluéne (soit 260 ppm). L’exposition
a la pyridine et au toluene a lieu 5 heures par ¢bb jours par semaine pendant 5 mois.
L’exposition au CQ a lieu 12 heures par jour et 5 jours par semagm@ant 1 mois. La
figure 39 présente les conditions des trois maaipis réalisées en exposition longue

durée.

o Concentration Conditions Durée Durée de post
Polluant Quantité ; g , i o
moyenne d'exposition d'exposition exposition
Pyridine 15 uL 50 ppm
y - H PP 5h/j 5j/sem 5 mois -
Toluéne 150 pL 260 ppm
CO, B 3% 12h/j 5j/sem 1 mois 1 mois

Figure 39 : Récapitulatif des conditions d’exposition sur lovegue durée.
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I1l-Protocole d’exposition

3-1- Expositions de courte durée

a/ Exposition a des solvants

Les animaux sont placés dans une enceinte form@amgeau de mélaminé (Figure 40),
hermétiquement fermée. Les dimensions des caissepadition sont les suivantes : 80
cm de longueur, 42 cm de largeur et 41 cm de pdsfon soit un volume de 0,13 &nte
solvant est déposé directement sur un coton dafiaaon en verre. Le flacon en verre est
ensuite installé sur le fond de la caisse. Deuaunyen plastique de 1 m de longueur et 1
cm de diameétre sortant de part et d’autre de l'eneg@ermettent un renouvellement passif

de l'air.

Figure 40: A gauche : enceinte d’exposition ; a droite :aflation des cages a l'intérieur de
I'enceinte lors des expositions.

Lors d’'une premiere expérimentation, vingt soudatsexposées a l'acétone. 4 mL de ce
solvant sont placés sur du coton dans un flaconveme installé dans la caisse
d’exposition.

Dans une deuxiéme expérimentation, vingt autreeseant exposées la pyridine (quantité
utilisée : 1 mL, suivant le méme protocole que g@moétone).

Des tests comportementaux (voir paragraphe Bl) gséalisés avant le début de
I'expérimentation (tests témoins T). Ensuite, Ests comportementaux sont réalisés toutes
les deux semaines (le lundi matin de 8h a 10h3@)pdtallele, deux souris sont sacrifiées
afin de prélever I'épithélium olfactif et 'organv@eméronasal. Des mesures histologiques et

immunologiques sont alors effectuées sur ces tig¢gos parties C et D). La phase
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d’exposition au polluant est indiquée par les seemP et 4, soit S2 et S4. La phase ou les
souris ne sont plus exposées au polluant correspaxdemaines 6 et 8, soit S6 et S8.

La figure 41 décrit schématiquement I'expérimeptatde courte durée menée sur deux

|
I
T S2 S4 S6 S8

<
<«

mois.

<
<

Phase d’exposition Phase sans exposition

Tests comportementaux et
prélevement EO + OVN

Figure 41: Description du déroulement de I'expérimentationZmois

b/ Exposition au CO,

Vingt souris sont placées 5 heures/jour et 5 jsarsAine pendant 4 semaines dans un
incubateur (Figure 42) auquel est branché une HWeutde CQ. La température a

I'intérieur de I'incubateur est de 22°C £ 2°C. Lencentration en est réglée a 3%.

Réglage de la concentration:
3% de CO;

Réglage de la

Figure 42: Incubateur a C©
température a 22C

ou les souris sont placées lors
de I'exposition.

Endroits ou sont
placées les souris
dans leurs cages

Des tests comportementaux et des évaluations dgstples sont réalisées avant le début
de I'expérimentation (témoin : T). Durant la phd&xposition au CQ(S2 et S4) et durant
la phase ou les souris ne sont plus exposées (SB8)getles tests comportementaux sont
effectués (voir partie BIll). Parallelement, dewus® sont sacrifiées afin de prélever

I'épithélium olfactif et I'organe voméronasal.
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3-2- Expositions de longue durée

a/ Expositions a des solvants

Les expositions de longue durée sont menées aved Ie pyridine dans une premiere
expérimentation, soit avec 150 puL de toluene dares deuxieme expérimentation. Les
animaux sont placés dans des caisses d’expositimme précédemment décrites dans les
expositions de courte durée. Vingt souris sont s&pe 5 heures/jour et 5 jours/ semaine
pendant vingt semaines. Des tests comportementadesesvaluations histologiques sont
réalisés avant le début de I'expérimentation (seendémoin: T). Ensuite, les tests
comportementaux sont effectués toutes les deuxiseméS2, S4, S6, S8, S10, S12, S14,
S16, S18, S20). Toutes les quatre semaines (S4SEB, S16, S20), deux souris sont
sacrifiées dans le but de prélever I'épithéliunadiif. La figure 43 décrit schématiquement

I'expérimentation de longue durée menée sur viegtanes.

T T T T T

T S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20

< n
<«

Phase d’exposition i

l Tests comportementaux

<@ Prélevements EO

Figure 43 : Description du déroulement de I'expérimentatioenge sur 20 semaines
(EO : épithélium olfactif).

b/ Exposition au CO
Vingt souris sont placées 12 heures/jour et 5 jésemaine pendant 4 semaines dans un
incubateur (voir description du protocole d’expasit paragraphe 3-1-b). Des tests

comportementaux ainsi que des mesures histologisieisconduites avant (T), pendant
(S2/S4) et aprés (S6/S8) I'exposition au,@@ir paragraphe 3-1b, figure 42).
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B : Tests d’évaluation du comportement d’approche/évitement
des souris vis-a-vis de sources odorantes.

I- Tests comportementaux réalisés avec les solvants

Ces tests sont des tests d’occupation zonale pporaa une source odorante menés sur un
groupe de 10 souris. lls sont réalisés a l'aidenddorridor (Figure 44) mesurant 60
centimetres de longueur, 7 centimétres de largéur eentimetres de hauteur. Cette
structure est une adaptation du labyrinthe en Y,egticomposé de 3 compartiments et
permet de mesurer le comportement d’approche/éeiterde I'animal. Ce corridor est
divisé en 3 zones virtuelles définies par un ladi¢Figure 45) : deux zones de méme
dimension aux extrémités, et une zone au centreadtdor, ou aucune odeur n’est
présente. Cette absence de molécules odoranteslalaonse centrale du corridor a été
vérifiée par des analyses en chromatographie gaz&useffet, I'installation est soumise a
un flux d’air hydraulique (débit : 1,5 L/min) afate prévenir une dispersion des molécules
odorantes dans I'ensemble du corridor. A chaqueemité (zones 1 et 3) est placée une
coupelle contenant une substance déposée sur té dmrpapier-filtre. Les substances
testées sont I'eau (substance contrdle), le buih@ a 10%, I'urine de souris male OF-1
- prélevée juste avant le début des tests compertimx, en maintenant I'animal par le
cou et en appuyant doucement sur sa vessie (Monathah 1993) - et la substance
d’exposition, soit le toluéne, I'acétone, ou laigyre, diluée a 10% dans de I'eau distillée.
Les substances choisies different par leurs eBatsle comportement de l'animal : le
butanol est utilisé comme odeur aversive (Duatl, 2002) ; I'urine de souris male
constitue une odeur intraspécifique attractive dearsouris femelles (Baum et Keverne,
2002 ; Martinez-Ricé®t al, 2008) ; enfin, le comportement d’approche/évéatndes
souris est testé pour les substances d’expositi@amuantité de produit déposée sur les
papiers-filtres, conformément a d’autres étudelsatit ses substances, est de 30 pL
d’'urine de souris male (Kellaat al, 2006) et de 200 pL pour toutes les autres snbssa
diluées a 10% (Jacquet al, 2006). Le corridor est recouvert d'une plaqueselee pour

éviter la dispersion des odeurs et empécher lasssirls’échapper.

Entre chaque passage de souris, le dispositif Bmpatal est nettoyé a I'alcool a 70° puis

séché. Des analyses par chromatographie en phasgisgaont permis de montrer

63



I'efficacité de ce nettoyage a l'alcool a 70° rérél 'absence de molécules chimiques
suite a ce nettoyage.

Le papier-filtre des coupelles est changé et lemies coupelles est inversé afin de limiter
les phénoménes d'apprentissage et car les souugepe présenter une latéralisation
préférentielle (Signoret al, 1991). Le passage des souris dans ce dispesititie 3
minutes, pendant lesquelles un systeme automatsuisition des données, nommeé
Ethovision, enregistre les parametres choisis. threéra située au dessus du corridor
enregistre les mouvements de la souris. Les dorsw#snsuite transmises a 'ordinateur
et au logiciel Ethovision. Ce logiciel permet de angtifier divers parameétres
comportementaux observés durant les 3 minutesstieéés que la fréquence d’entrée dans
les différents zones du corridor ou la distanceg@amue par I'animal durant le test. Dans
les études menées lors de cette thése, le pararatdnel en raison de sa pertinence pour
les mesures de comportement d’approche/évitementdtet al, 2006) est le temps
passé dans chaque zone du corridor.

caméra —————y JA0N1[H ]

[Temps de prasance)

Figure 44: haut: Schématisation du dispositif expérimental poétutie comportementale de la
sensibilité olfactive des sourias: Photo du corridor utilisé lors des tests compuoeetaux.
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Il- Tests comportementaux réalisés avec le CO

Les tests comportementaux évaluant le comportetiapproche/évitement d’'un groupe
de 10 souris suite a I'exposition au £€ont réalisés a 'aide de labyrinthe en Y (Figure
45). Le labyrinthe en Y est formé de 3 zones demel identique. Dans deux de ces zones
sont placées des coupelles contenant un morcepapier-filtre sur lequel est déposé une
substance. Les substances testées sont I'eau (30 butanol dilué a 10% (200 pL), le
2,4,5-trimétylthiazoline pur 10 pL ; le triméthyidzoline est une substance synthétique
issue des féces de renards roux, utilisé dans esjpérimentation pour mesurer le
comportement d’approche/évitement des souris vis-&'un indice de prédateur suite a
I'exposition a une substance volatile toxique)’etihe de souris male (30 uL). Lors de
I'enregistrement des mesures comportementales,platpie de verre est placée sur le
labyrinthe afin d’éviter une dispersion des odeetrsl’empécher la souris de sortir du
dispositif comportemental.

Entre chaque passage, le labyrinthe est netto\gécadl a 70°C puis séché. Les coupelles
sont nettoyées et le papier-filtre contenant I'adest remplacé. Les coupelles sont ensuite
placées aléatoirement dans la zone droite ou la pawiche du labyrinthe. Le systeme

Ethovision enregistre le temps passé par I'animmakdes 3 zones du labyrinthe.

- .

Zone comportant
une odeur

Zone contréle
comportant de I'eau

S ———

Plaque de
verre

D

Endroit ou la souris
est placée

Figure 45: Labyrinthe en Y utilisé pour les mesures compoeteiales
lors de I'expérimentation avec le GO

La figure 46 indique les tests réalisés lors dggamentations menées avec |'exposition
au CQ pendant 5 heures par jour ou pendant 12 heuregopes pendant 5 jours par

semaine et durant un mois.
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O | @
Zone sans
odeur

Endroit ou est
déposée la souris

@Eau

@ T™T Figure 46: Schématisation des
O Urine de souris male tests comportementaux réalisés
lors de I'exposition au CO

B pendantA : 5 heures/ jour et
® O ONN ) O @ 5 jours/semaine et
‘ ‘ ‘ B : 12 heures/jour et 5
jours/semaine.
Zone sans TMT : triméthylthiazoline
odeur

Endroit ou est
déposée la souris

@Eau

@ TMT

O Urine de souris male
@ Butanol

IlI- Tests contrbles

Avant de débuter les différentes expérimentatides, tests sont réalisés au préalable sur
un groupe contréle. Ce groupe contréle est compes&0 souris femelles de type OF-1
ageées de 3 mois au début de I'expérimentation.ragole d’exposition est le méme que
celui des autres expérimentations. Les souris glacees 5 heures par jour et 5 jours par
semaine dans une enceinte hermétiquement fermé&eQlapitre Il) ou le polluant placé
sur un coton dans un récipient en verre est reréptar 2 mL d’eau. Toutes les deux
semaines, des tests comportementaux évaluant Ipattement d’approche/évitement des
souris sont effectués a l'aide de corridor (voirtigal-1 de ce chapitre pour les conditions
expérimentales). Dans I'une des extrémités du aarrest placée une coupelle en verre
contenant un morceau de papier-filtre sur lequeldéposé soit 30 pL d'urine de souris
male, soit 200 pL de pyridine, de toluéne, d’acétame butanol (ces substances étant
diluees a 10% comme dans les autres expérimergatioou soit 10 pL de
triméthylthiazoline pur. Dans l'autre extrémité darridor est placé une coupelle en verre
contenant un morceau de papier-filtre sur lequietiéposé 200 uL d’eau. Le temps passé

par les souris dans chaque zone du corridor et afoegistré par le systéme Ethovision.
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Des tests statistiques d’analyse de variance (AND®Anesures répétées sont ensuite
réalisées sur les données recueillies, le sewdigieficativité étant fixé a 5% (soit 0,05).

Les résultats de cette étude menée sur un groupien présentés dans la figure 47, ne
montrent pas de différence significative pour ldews testées en fonction des semaines
d’expérimentation. Les valeurs #eet dep sont indiquées, ces derniéres étant pour chaque
odeur supérieures au seuil de significativité di50Ces résultats montrent donc que le
temps passé par les souris dans les zones contentoiiéne (soit en moyenne 67,66
secondes), la pyridine (soit en moyenne 34,12 sks)nou I'acétone (soit en moyenne
92,58 secondes) ne varie pas significativementoamscde I'expérimentation. De plus, il
n'existe pas de variations significatives en fametdes semaines pour les autres odeurs
testées en corridors, soit l'urine de souris m&da (Mmoyenne 91,06 secondes), le
triméthylthiazoline (en moyenne 14,56 secondes)eetoutanol (en moyenne 63,84
secondes). Ces résultats révelent qu’en dehorsoute txposition, le comportement
d’approche/évitement des souris pour toutes lesursdeéestées lors des évaluations
comportementales ne varie pas au cours des semaeeslonnées mesurées lors des
expérimentations se réfereront donc aux donnéetemoin (T), c’est-a-dire mesurées

avant le début de I'exposition.

Toluene| Pyridine| Acétone| Urine TMT | Butanol
Valeur de F(4,30) | 2,41 1,40 1,62 0,17 0,40 1,03
Valeur de p 0,08 0,27 0,20 0,95 0,81 0,41
Moyenne 67,66 34,12 92,58 91,06 14,56 63,84
Ecart-type 7,24 3,53 7,48 8,94 1,84 4,41
Erreur standard 1,62 0,79 1,67 2,00 0,41 0,98

Figure 47 : Résultats des tests menés avec le groupe contidkeurs de F, de p, moyenne et
écart-type du temps passé dans les compartimemtisnamt les odeurs.

IV- Traitement statistigue des données

Les résultats comportementaux sont traités gradegciel Statview 5.0 par analyse de
variance (ANOVA) a mesures répétées. Le seuil daifgtativité est déterminé a 5%
(0<0,05). Des testgost hoade PLSD de Fisher sont réalisés pour les résdigidficatifs.
Les résultats sont présentés sous forme de coludsebarres d’erreurs standards sont
indiquées pour chague mesure. Les courbes sonesudes résultatpost hoclors que
I’ANOVA est significative
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C : Mesures histologiques sur 1’épithélium olfactif

Les différentes étapes allant du prélévement du figsqu’a la mise des coupes sur lame
ont pour finalité I'obtention de coupes fines olvsdtes au microscope. L'ensemble de ces
étapes, qui seront détaillées dans une premiérge paomprend : le prélevement de

I'épithélium olfactif, la fixation, l'inclusion, lacoupe, le montage des lames, la coloration
et le montage, et finalement I'observation des esupl sera alors possible de mesurer
certains paramétres comme I'épaisseur de I'épitheélolfactif et la densité de cellules

présentes dans I'épithélium olfactif. Dans une sdeqpartie seront présentés les résultats

de chaque expérimentation.

I- Prélevement de I'épithélium olfactif

Toutes les deux semaines, deux animaux sont tuéangainjection intrapéritonéale de
chloral 3M, puis décapitées a I'aide d’'une guihieti La dissection, qui suit immédiatement
la mort de I'animal, consiste a prélever I'épithéti olfactif dans sa totalité, de sa partie
postérieure (prés des bulbes olfactifs) a sa pantigrieure (juste avant I'épithélium

respiratoire).

1-1- Fixation

La fixation des cellules du tissu se fait par imsman de I'épithélium olfactif dans du

paraformaldéhyde a 4 % pendant 12 heures. Cetigdixa pour but de protéger les tissus
prélevés de toute hydrolyse due a la libératiomzyyees contenues dans les lysosomes
cellulaires. Les tissus étant fixés, deux rincadass du tampon phosphate salin de 30
minutes chacun sont effectué. Les tissus sont enplacés dans du décalcifiant osseux
(Labo-Moderne, France) pendant 12 heures avantibie & nouveau deux ringages dans
du tampon phosphate salin pendant 30 minutes.is&sstsont alors placés dans un bain

d’alcool a 70°C, et I'étape d’inclusion en paradfipeut alors débuter.

1-2- Inclusion en paraffine

La paraffine n’étant pas miscible a I'eau, lesuss$ixés devront étre déshydratés. lls

subissent alors des bains successifs de 45 midiaesol a 95° puis d’alcool a 100° (deux
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fois). Comme la paraffine n’est pas miscible ackall éthylique, celui-la sera remplacé par
un liquide intermédiaire avant inclusion. Deux Isaguccessifs de 45 minutes de butanol
seront alors réalisés. Afin d’éliminer totalementsblvant intermédiaire et de réaliser une
imprégnation dans la paraffine, les tissus serdat&s dans trois bains successifs de
paraffine d’'une durée d’'une heure chacun. Lorsapite amprégnation est terminée, les

tissus sont mis en bloc.

1-3- Coupe des blocs

La coupe des blocs se fait a I'aide d’un microtateaype Minot. Le bloc de paraffine est
taillé grace a un scalpel afin d’éliminer I'exces garaffine qui entoure I'épithélium
olfactif. Le bloc taillé est ensuite fixé sur unrfgeobjet métallique préalablement chauffé a
la flamme pour obtenir une bonne adhérence duddqgearaffine. Les coupes réalisées ont

une épaisseur de 10 pm.

1-4- Montage sur lame

Le montage des coupes a lieu sur des lames préadabt gélatinées. Sur ces lames sont
déposées des gouttes d’eau sur lesquelles sorteplées coupes. Les lames sont ensuite
posées sur une plaque chauffante afin d’élimireau’ et de faire adhérer les coupes a la
lame. Pour que 'eau soit entierement évaporédatass sont installées dans une étuve a
37°C pendant 24 heures.

1-5- Coloration et montage pour conservation

La coloration a 'hématoxyline de Harris (Sigma-Adth, France) a pour but de colorer les
noyaux cellulaires en brun foncé. Elle est conéétde trois étapes.

étape 1 Déparaffinage / Réhydratation.

Pour permettre la coloration, les lames sont déjiaéas et réhydratées en les plongeant
dans des bains successifs de 3 minutes chacune&teexgrois fois), d’alcool a 100° (deux

fois), d’alcool a 95°, d’alcool a 70° et d’eau diée.
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étape 2 Coloration

Les lames sont ensuite placées dans de 'hématexgike Harris (Sigma Aldrich) pendant
2 minutes, permettant ainsi la coloration des ngyaes lames sont alors rincées sous un

filet d’eau courante pendant 3 a 4 minutes, puisées a I'eau distillées pendant 3

minutes.
étape 3 Déshydratation / Montage

Les mémes bains qu'a I'étape 1 sont réalisés, omis le sens inverse, c’est-a-dire de
I'alcool a 70°C vers le xylene. Les lames sontsées a lair libre pour leur permettre de
sécher, puis le montage entre lame et lamelle avldque (Labo-Moderne, France) est

réalisé.

1-6- Observation des coupes

L’'observation des lames colorées se fait a I'aitlen dnicroscope inversé. Les mesures
sont réalisées a l'aide de Lucia, un logiciel dissgion et d'archivage des images,
permettant la réalisation de mesures automatigeesfiérents éléments de I'image. Deux
parameétres sont retenus : I'épaisseur de I'épithélien um) et le nombre de cellules (pour
une surface de 1000 um?). Neuf lames par zone égtHélium olfactif (antérieure,
meédiane, et postérieure) sont choisies de facd@reggique. Sur chaque lame, une mesure

est réalisée. Au total, 27 mesures correspondentiddividu.

[l- Traitement statistigue des données

Les données recueillies sont traitées par le lepiStatview. Des analyses de variance
(ANOVA) sont réalisées. Si les ANOVA révelent urfeefsemaine significatif (mesures
réalisées toutes les deux semaines lors des erpasite courte durée et toutes les quatre
semaines lors des expositions de longue durée)tedespost hocPLSD de Fisher sont
alors effectués. Les résultats sont présentés faoose de courbes a deux axes ou est
indiquée I'évolution du nombre de cellules et dpdisseur de I'épithélium olfactif avant
(T), pendant (S2/S4 ou de S4 a S20) et apres (pbBéKposition a un polluant. Les barres
d’erreur standard sont indiquées pour chaque mekesecourbes sont suivies des résultats

post hodors que '’ANOVA est significative
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I11- Récapitulatif du protocole d’histologie

La figure 48 récapitule les différentes étapes dotgoole des expérimentations en

histologie.

[ DISSECTION }

!

[ FIXATION }

PFA 4% pendant 12h puis PBS1x 2x30 min
Décalcifiant pendant 12 h puis PBS1x 2x30 min
Alcool a 70°

!

[INCLUSION EN PARAFFINE}

Bains successifs de 45 min:
Alcool a 95°C, 100°, 100°, butanol, butanol, paredf
paraffine, paraffine, puis inclusion (mise en bloc)

!

| <—[COUPE DES BLOCS]

Epaisseur des coupes: 10 pm

Microtome de typ Minot l
[MONTAGE SUR LAME}

Montage des coupes de

[ COLORAT|ON} paraffine sur lame

» Déparaffinage / Réhydratation
» Coloration (Hématoxyline de Harris)
» Déshydratation / Montage

|

[OBSERVATION DES COUPES}

A l'aide d’'un microscope inverseé, 2
parametres sont mesurés:
= Epaisseur de I'épithélium olfactif en um
= Nombre de cellules pour 1000 um?2

Figure 48 : Récapitulatif du protocole de mesures histologique
PFA : Paraformaldéhyde ; PBS1x : tampon phosplzdite s
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D : Mesures immunohistochimiques sur I’épithélium olfactif

|- Protocole

Les mesures immunohistochimiques sont réaliséesnpmaquage immunofluorescent,
d'une part a l'aide du PCNA (Proliferating Cell Near Antigen) pour quantifier les
cellules en division, et d’autre part 'OMP (Olfacy Marker Protein) pour marquer les
cellules neuronales matures (Figure 49).

Les coupes sur lames paraffinées sont déparaffipereisnmersion dans le xylene pendant
10 minutes. Elles sont ensuite réhydratées damagn® Buccessifs d’alcool a 90° et d’'alcool
a 70° pendant 5 minutes. Les lames sont rincées danx bains de tampon phosphate
salin pendant 1 minute, puis perméabilisées pararsion dans deux bains de triton X100
de 15 minutes chacun. Suit un rincage dans 2 lamrtampon phosphate salin pendant 1
minute. Aprés séchage des lames au papier absptesmtoupes sont entourées avec du
Dakopen, et les sites non spécifiques sont blogaésde I'albumine de sérum bovin
pendant 10 minutes, puis par du vector mouse higcieéagent pendant 30 minutes. Les
anticorps primaires sont ensuite placés : OMP 180(ihcubés pendant 24 heures a 4°C
sous atmosphére humide. Elles sont ensuite rin@esnmersion dans 5 bains successifs
de tampon phosphate salin de 3 minutes chacun.abhBsorps secondaires sont alors
placés : et incubés pendant 2 heures a tempémnbiante. Les lames sont ensuite rincées
par immersion dans 5 bains successifs de tampospphate salin de 3 minutes chacun et

montées entre lame et lamelle. Elles sont conse@&ebscurité et a 4°C.

Anticorps primaire Origine Fournisseur Dilution
Anti-OMP Chevre Wako 1/200
Anti-PCNA Souris Sigma-Aldrich 1/50

Anticorps secondaire
Anti-Chévre Lapin Alexa-Fluor 488 (FITC) | 1/1000
Anti-Souris Porc Alexa-Fluor 555 (TRITC) | 1/1000

Figure 49 : Anticorps utilisés lors du double marquage immusiolchimique. Les longueurs
d’onde (indiquées en nanometres) sont présentéesuéte du fournisseur.
FITC : Fluoresceine Iso Thio Cyanate
TRITC : Tetramethyl Rhodamine Iso Thio Cyanate
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II- Observation des lames

Neuf lames sont choisies de facon systématiqueadpattie postérieure a la partie
antérieure de I'épithélium olfactif. Sur chaque &gmane mesure est réalisée. Au total, neuf
mesures sont réalisées par individu et par semdies. lames sont observées en

microscopie électronique a fluorescence au graasisat x40.

Ill- Traitement statistique des données

Les résultats concernant les marquages a I'OMR &CGNA sont traités grace au logiciel
Statview 5.0 par analyse de variance (ANOVA). eailsde significativité est déterminé a
5% (@<0,05). Des testpost hocde PLSD de Fisher sont réalisés pour les résultats
significatifs. Les résultats sont représentés douwe de courbes a deux axes ou est
présentée I'évolution du nombre de cellules OMPtwes (pour une surface de1000 pm?)
et de cellules PCNA-positives (pour une longueubde um) avant (T) au cours (S2/S4)
et apres I'exposition (S6/S8) pour les expositiaes courte durée, et au cours des
expositions de longue durée (S4 a S20). Les bafezseurs standards sont notées pour
chaque mesure. Les courbes sont suivies des téspiist hoclorsque 'ANOVA est

significative.
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E : Mesures histologiques sur I’organe voméronasal

I-Protocole

Le protocole d’analyse de I'organe voméronasallesnéme que la partie matériel et
méthodes du chapitre IV : Mesures histologiquekapihélium olfactif.

Il existe cependant quelques différences. Il faaienque I'organe voméronasal est prélevée
avec sa capsule cartilagineuse, puisque I'extnact®!'organe voméronasal de sa capsule
serait trop destructrice. Les coupes réalisé&mdeldu microtome de type Minot ont une
épaisseur de 15 um. De plus, en raison de la présknla capsule cartilagineuse, I'organe
vomeéronasal, aprés un bain de paraformaldéhyde ae$tplacé 24 heures dans le

décalcifiant osseux.

I1- Mesures morphométriques

Afin d’évaluer les dommages potentiels subits papithélium de I'organe voméronasal,
des mesures morphométriqgues sont réalisées. Tnmiesl comportant chacune 6 coupes
d’organe vomeéronasal sont choisies parmi toutesldeses réalisées pour un organe
vomeéronasal donné. Les lames sont sélectionnéesagn a représenter l'organe
voméronasal dans sa totalité, c’est-a-dire de stepantérieure a sa partie postérieure.
Pour chaque lame, 3 coupes choisies aléatoirerahtasalysées. Les mesures réalisées
sur 'organe vomeéronasal a l'aide d’'un microscapeeisé sont les suivantes : I'épaisseur
supérieure, I'épaisseur médiane, I'épaisseur fiee, et la densité cellulaire soit le
nombre de cellules (dont les noyaux sont coloidseaatoxyline de Harris) de I'épaisseur
médiane pour 1000 um?2 (Figure 50). En effet, ertion de 'emplacement, les épaisseurs
de I'épithélium de I'organe voméronasal variengst’pourquoi I'épaisseur est mesurée au
niveau de trois zones. L’épaisseur est mesuréeigiégpuame basale jusqu'a I'apex de
I'épithélium. De plus, le nombre de cellules n’pat évalué aux extrémités de I'épithélium
de I'organe voméronasal (parties supérieure etiamfee), puisque qu’elles correspondent
a des zones de prolifération cellulaire, et qudjéotif principal de cette étude est de
montrer I'effet de I'exposition de polluants atmbépques sur les cellules matures de

I'épithélium de I'organe voméronasal.
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Figure 50: Coupe frontale schématique présentant les mestasées sur I'organe voméronasal.
Les fleches indiquent les mesures concernant B8par de I'épithélium dedrgane
vomeéronasalLe carré montre le comptage des cellules dapgh@&ium médian de érgane
vomeéronasal.

Ill- Traitement statistique des données

Les données histologiques (épaisseur de I'épitmetians trois zones et densité cellulaire
dans la zone médiane) sont traitées par le logitetview 5.0. Des ANOVA sont réalisés,
suivies de testpost hocPLSD de Fisher pour les résultats significatits(,005). Pour
chaque expérimentation, les résultats sont présesmés forme de courbes. D’une part,
trois courbes correspondent aux zones supéried@iame et inférieure de I'épithélium de
'organe vomeéronasal. D’autre part, une courbe ésgmte I'évolution du nombre de
cellules totales comptées au niveau de la zoneamédie I'épithélium. Les courbes sont

suivies des résultappost hodorsque '’ANOVA est significative.
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Partie 2 : Effets de I’exposition sur une courte durée a des
polluants sur le systéme olfactif principal de la souris :
évaluations comportementales et histologiques.

Les résultats des mesures comportementales, higjales et immunohistochimiques
obtenues lors de I'expérimentation de courte dueed’acétone font I'objet d'une
publication sous presse ( Buron et al., 2008, ANEEX

Un article, regroupant une partie des résultats @sgositions de courte et de longue
durée a la pyridine est actuellement soumis (ANNBXE
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I- Evaluations comportementales

1-1- Exposition a I'acétone

a/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de I'acéton@seau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-aisis de I'odeur d’acétone montre

un effet semaine significatif [F(4,36)=6,182 ; p3@02]. Le temps passé par les souris

dans la zone contenant I'acétone est significatergrmférieur aux valeurs mesurées avant

I'exposition (T) au cours de I'exposition (S2/S4)lers de la période de post-exposition

(S6/S8). En outre, aucune différence significativest mesurée pendant I'exposition
(S2/S4) (Figure 51).
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Figure 51: haut: Courbe représentant le temps passé (en
S2 S4 S6 S8 . .
secondes) par les souris dans le compartiment reamtte
T 0,0036 | 0,0033 | <0,0001 | 0,0003 - .
I'acétone ;

S2 ns ns ns gauche Tableau indiquant les différences
S4 ns ns significatives ou non significatives (ns) entre tesips
S6 ns

passés dans le compartiment contenant I'acétone en
fonction des semaines.

b/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du butanoMs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-sisis de I'odeur de butanol ne

montre pas d'effet semaine significatif pour I'odede butanol [F(4,36)=1,228; p=

0,3061]. Le temps passé par les souris dans la @omenant le butanol varie de 50,4 a

66,3 secondes au cours de I'expérimentation
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c/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de I'urinevs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-aisis de 'odeur d’urine ne montre
pas d’effet semaine significatif pour 'odeur dwei[F(4,36)=0,783 ; p=0,5392]. Le temps
passé par les souris dans la zone contenant I'densouris male varie de 92,4 a 106,6

secondes au cours de I'expérimentation.

d/ Résultats des évaluations comportementales avamendant et apres
I'exposition a I'acétone sur une courte durée.

Avant I'exposition a I'acétone (T), les tests comtpmentaux ont révelé le caractére neutre
de I'odeur de l'acétone, puisque les souris sertiégant de fagon aléatoire dans la zone
contenant l'acétone et dans la zone contenant .I'eles résultats des tests
comportementaux lors de I'expérimentation a l'anétarévelent que I'exposition a
'acétone a un impact sur le comportement des isopuisqu'une augmentation
significative de I'évitement pour I'odeur d’acétorst mesurée pendant (S2/S4) et apres
(S6/S8) I'exposition. Cependant, elle ne modifie spale comportement
d’approche/évitement des souris vis-a-vis des addarbutanol et d’'urine de souris male

tant au cours de I'exposition (S2/S4) que lorsadedriode de post-exposition (S6/S8).
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1-2- Exposition a la pyridine
a/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de la pyridie (vseau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-aiszis de I'odeur de pyridine ne
montre pas d’effet semaine significatif pour l'odede pyridine [F(4,36)=0,916 ;
p=0,4603]. Le temps passeé par les souris dansnka ezantenant la pyridine varie de 44,2 a

60,8 secondes au cours de I'expérimentation.

b/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du butanolMs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-gisis de I'odeur de butanol ne
montre pas d'effet semaine significatif pour l'odede butanol [F(4,36)=0,911;
p=0,4614]. Le temps passé par les souris dansnia eontenant le butanol varie de 55,9 a

65,1 secondes au cours de I'expérimentation
c/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de l'urinevs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-gisis de 'odeur d’urine montre un
effet semaine significatif pour 'odeur d’urine deuris méale [F(4,36)=7,987 ; p<0,0001]
(Figure 52).
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T |0,0135 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 passé (en secondes) par les souris dans le
S2 ns ns 0,0327 compartiment I'urine de souris male ;
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contenant l'urine en fonction des semaines.
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Le temps passé par les souris dans la zone contd@ime de souris male est
significativement inférieur aux valeurs mesuréesnavl’exposition (T) au cours de
I'exposition (S2/S4) et lors de la période de pogtosition (S6/S8). Il se stabilise lors de
la période d’exposition (S2/S4) et lors de la p#eide post-exposition (S6/S8).

d/ Résultats des évaluations comportementales avamendant et apres
I'exposition a la pyridine sur une courte durée.

Avant I'exposition a la pyridine, les tests compganentaux révelent un caractére neutre
(tests contrdles) ou attractif (T) de 'odeur dersomale puisqu’elles passent en moyenne
125 secondes dans la zone contenant cette suhbstdmese résultats des tests
comportementaux indiquent que I'exposition a laigige entraine une diminution
significative de I'approche des souris pour I'odelurine de souris male puisqu’elle se
répartissent de facon aléatoire dans la zone cantdieau et dans la zone contenant
I'urine au cours de I'exposition (S2/S4) et lorslag@hase de post exposition (S6/S8), mais
ne modifie pas leur comportement vis-a-vis des xdda pyridine et de butanol. En effet,
le temps passé par les souris dans les zones aantarpyridine ou la butanol ne varie pas

significativement au cours de I'expérimentation.
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1-3- Exposition au CQ (5h)

a/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du triméthythiazoline (vseau)

L’ANOVA concernant le test dapproche/évitement -aisis de |'odeur de
triméthylthiazoline montre un effet semaine sigrafif [F(4,36)=5,826 ; p=0,004] pour
'odeur de triméthylthiazoline (Figure 53). Le tesnpassé par les souris dans la zone
contenant le triméthylthiazoline diminue signifieg@iment au cours de I'exposition (S2/S4)

et jusqu’en milieu de période de post-expositiod) (&n fin de période de post-exposition

(S8), il se rapproche des valeurs mesurées awexudsition (T).
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S6

ns

semaines.

b/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de l'urine\(s eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-gisis de I'odeur d’urine ne montre

pas d'effet semaine significatif pour I'odeur dhei de souris male [F(4,36)=7,392;

p=0,845]. Le temps passé par les souris dansia eentenant I'urine de souris méale varie

de 90 a 110 secondes au cours de I'expérimentation.
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c/ Test d’approche/évitement: triméthylthiazolinevsurine

L’ANOVA concernant le test d'approche/évitement -aisis de |'odeur de
triméthylthiazoline et d'urine montre un effet senwa significatif pour le
triméthylthiazoline [F(4,36)=5,114 ; p=0,001] etiine de souris male [F(4,36)=5,114 ;
p=0,001].

Exposition Post exposition
180 E_________{_______q _____ i—————{
150 A
(%]
S 120 4
c
3
2 ——TMT
g 901 —=— urine
1]
3
3 601
30 1
\
0 T T T T
T S2 S4 S6 S8
semaines
T™MT 52 sS4 S6 S8 Urine S2 S4 S6 S8
T [ 0,0135 | 0,0002 | 0,0013 | 0,0008 T 10,0135 | 0,0002 | 0,0013 | 0,0008
S2 ns ns ns S2 ns ns ns
S4 ns ns S4 ns ns
S6 ns S6 ns

Figure 55: haut: Courbes représentant le temps passé (en secqurautde} souris dans les
compartiments contenant le triméthylthiazoline (TWT contenant I'urine de souris male ;
bas: Tableaux indiquant les différences significatieesnon significatives (ns)
entre les temps passés dans le compartiment comlertaiméthylthiazoline et dans le
compartiment contenant I'urine de souris méle ewrtion des semaines.

Le temps passé par les souris au cours de I'expogb2/S4) et lors de la période de post-
exposition (S6/S8) dans la zone contenant le thgtiétiazoline est significativement
supérieur aux valeurs mesurées avant l'expositibnh (I reste stable au cours de
I'expérimentation. Le temps passé par les sourisoaws de I'exposition (S2/S4) et lors de
la période de post-exposition (S6/S8) dans la zmordenant le triméthylthiazoline est
significativement inférieur aux valeurs mesuréeanavexposition (T). Il reste stable au

cours de I'expérimentation
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d/ Résultats des évaluations comportementales avamendant et apres
I'exposition au CO, sur une courte durée.

Avant I'exposition au CgQ les tests comportementaux révélent le caractpalsif du
triméthylthiazoline, puisque les souris passeni@e 40 secondes (suivant les conditions
du tests) dans la zone contenant le triméthylthieaego Les résultats des tests
comportementaux indiquent que I'exposition au ,(&0) affecte le comportement
d’approche/évitement des souris puisqu’une augrtientsignificative de I'évitement pour
les odeur de triméthylthiazoline et des variatidnscomportement d’approche des souris
vis-a-vis de l'odeur d’'urine de souris male estaesée. En effet, le temps passé par les
souris dans la zone contenant le triméthylthiaeoirminue significativement du début de
I'exposition (S2) et jusqu’au milieu de la période post exposition (S6). En fin
d’expérimentation (S8), il retourne a des valeurscpes de celles mesurées avant
I'expérimentation (T). De plus, le comportement desiris vis-a-vis de I'odeur d’urine
varie de facon significative au cours de l'expémmagion: le temps passé dans le
compartiment contenant l'urine de souris male duairen milieu d’exposition (S2),
augmente en fin d’exposition (S4) ainsi qu’en fitexghérimentation (S8). Le test
triméthylthiazoline versus urine souligne le caractére fortement répulsif du

triméthylthiazoline.
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II- Mesures Histologiques

2-1- Exposition a I'acétone

a/ Mesures histologiques globales

Les résultats histologiques de I'exposition a ltacé sont présentés figure 56.
(Nlustration | A, p99).

—s—cellules —e — épaisseur
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o

90
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&

o - - - - 3
g70 e —— e /// 1.
§ 65 ¥
— + 60 g
5 60
§ 150§
@ 55 5
2 +40 &
Z 501 s
S 130 &
E 45 1
Ne)
€ 40 + 20
2

35 1 Exposition Post exposition T 10

30 — ; o ; * 0

T S2 S4 S6 S8
Semaines
Cellules s2 sS4 sS6 S8 ,Iflg'ur,e'56: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur de
T ns 0,0345 | 0,0436 | 0,008 I'épithélium olfactif en pum et du nombre de celkijgour une

surface de 1000 pm?2 avant (T), pendant (S2, S#rés (S6,

S2 0,0079 | 0,0071 | 0,0012 , A,
S4 s s S8) I'exposition a I'acétone. Le tableau correspans
S6 s résultatpost-hocdndiquant les

différences significatives ou non significatives)pour le

nombre de cellules de I'épithélium olfactif en ftina des
semaines.

Epaisseur de I'épithélium olfactif

L’ANOVA ne montre pas d’effet semaine significd#f(4,216)=2,795 ; p=0,0854].

Nombre de cellules de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4.8)=6,657 ; p=0,007]. Une

augmentation significative du nombre total de deHludans I'épithélium olfactif est

mesurée a partir de la derniére semaine d’expagi84), et reste stable a ce niveau durant

la période de post-exposition (S6/S8).
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b/ Mesures histologiques par zones de I'épithéliumifactif

Epaisseur par zone de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poutépaisseur des zones postérieure

F(4,72)=12,423 ; p<0,0001], meédiane F(4,72)=37,19<0,0001] et antérieure
F(4,72)=15,283 ; p<0,0001] de I'épitheélium olfa¢figure 57).
90 -
Exposition Post exposition
£ < > < >
g 80
3 Postérieure | S2 s4 S6 s8
g 704 T 0,0003 | 0,0019 | 0,0001 ns
g S2 <0,0001| ns 0,0057
2 sS4 <0,0001 | <0,0001
& S6 0,0028
50 T T
T S2 S4 S6 S8
Semaines
90 4
5% Médiane | S2 | sS4 s6 S8
§ T ns ns 0,0278 ns
§ 70 1 S2 ns |<0,0001| ns
5 sS4 0,0013 ns
8 S6 0,0001
uo_l. 60 -
50 T T
T S2 S4 S6 S8
Semaines
90 4
=3
= 80 L.
k) Antérieure S2 S4 S6 S8
g T ns ns 0,0021 ns
€ 70 S2 ns 0,001 ns
% S4 0,035 ns
% o0 S6 <0,0001
w
50 T T T
T S2 S4 S6 S8

Semaines

Figure 57: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur dgithélium olfactif en pm en fonction
des zones I'épithélium olfactif (postérieure, médigantérieure) avant (T), pendant (S4 et S6) et
apres (S6 et S8) I'exposition a I'acétone. Lesdabx situés a droite des courbes correspondent aux
résultatgpost-hocdndiquant les différences significatives ou nagngficatives (ns).
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Une évolution similaire de I'épaisseur de I'épitbhél olfactif est observée dans les zones
médiane et antérieure. En effet, une augmentatgmifisative des épaisseurs est mesurée
en milieu de la période de post exposition (S6).r&ranche, I'épaisseur postérieure de
I'épithélium olfactif présente des résultats diffigts. Une diminution significative de

I'épaisseur dans la zone postérieure de I'épithéliolfactif est mesurée lors de la

quatrieme d’exposition (S4). Cependant, en fin p&mentation (S8), les valeurs des
épaisseurs de [I'épithélium olfactif pour chaque e@ont comparables aux valeurs

mesurées avant I'exposition (T).

Nombre de cellules par zone de I'épithélium olfacti

L’ANOVA montre un effet semaine significatif pous hombre de cellules dans les zones
postérieure F(4,72)=18,115 ; p<0,0001], médiane7/R}416,785 ; p<0,0001] et antérieure
F(4,72)=20,617 ; p<0,0001] de I'épithélium olfagfijure 58).
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% = 40 | S6 ns
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T S2 S4 S6 S8
Semaines
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:-§
£
© & 50 1
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z % T 0,0048 | 0,035 ns <0,0001
% §4o S2 <0,0001 | 0,0005 | <0,0001
§ S4 ns ns
g S6 0,0002
2
30 : : : ‘
T S2 S4 S6 S8
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70 q

501 Antérieure S2 S4 S6 S8
T 0,0052 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 0,0179 | 0,0305 |<0,0001
S4 ns ns

40 S6 0,0308

Nombre de cellules dans la zone antériet
(pour 1000 pm?2)
o
o

30

T S2 S4 S6 S8
Semaines

Figure 58: Courbes indiguant I'évolution du nombre de cebBudle I'épithélium olfactif (pour 1000
pm?) en fonction des zones de I'épithélium olfagiidstérieure, médiane, antérieure) avant (T),
pendant (S2 et S4) et aprés (S6 et S8) I'exposititecétone. Les tableaux situés a droite des
courbes correspondent aux résultaist hodndiquant les différences significatives ou non
significatives (ns).

L’évolution du nombre de cellules de I'épithéliurifagtif est variable en fonction des
zones.

Une diminution significative du nombre de celluke I&pithélium olfactif est mesurée lors
de la deuxiéeme semaine d’exposition (S2) pour leseg postérieure et médiane de
I'épithélium olfactif, alors qu’une augmentatiorgsificative est mesurée dans la zone
antérieure de I'épithélium olfactif, cette augmeiota se poursuivant jusqu’en fin de
période de post-exposition (S8). Pour les troisezate I'épithélium olfactif, le nombre de
cellules en fin d’expérimentation (S8) est sigraficement supérieur aux valeurs mesurées

avant I'exposition (T).

c/ Résultats des évaluations histologiques avantpdant et apres I'exposition a
'acétone sur une courte durée.

Les résultats indiquent que I'exposition a I'acé&ame modifie pas de facon générale
I'épaisseur de [I'épithélium olfactif, mais a pouonséquence une augmentation
significative du nombre total de cellules dans itieglium olfactif a partir de la derniere

semaine d’exposition (S4), cette augmentation satieat durant la période de post-

exposition (S6/S8).

En revanche, pour les ceux parametres histologi@uakiés, de nombreuses variations
sont mesureées en fonction des zones de I'épithéditamntif.

Concernant I'épaisseur en fonction des zones dsth@&ium olfactif, on observe une

diminution significative de la zone postérieureslale la quatrieme semaine d’exposition
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(S4), tandis qu’'une augmentation significative dliemn de la période de récupération (S6)
est observée pour les zones médiane et antéri€ependant, en fin d’expérimentation
(S8), les valeurs des épaisseurs de I'épithélidact pour chaque zone sont comparables
aux valeurs mesurées avant I'exposition (T).

Concernant le nombre de cellules en fonction dewegzale I'épithélium olfactif, une
diminution significative lors de la deuxieme seneaiexposition (S2) pour les zones
postérieure et médiane de I'épithélium olfactif ebservée, alors qu’'une augmentation
significative est mesurée dans la zone antérieuee I'dpithélium olfactif, cette
augmentation se poursuivant jusqu’en fin de péridelgost-exposition (S8). Quelle que
soit la zone considérée, le nombre de cellules@gérieur aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T) a partir de la quatrieme semairexgosition (S4). Pour les trois zones de
I'épithélium olfactif, le nombre de cellules en fid'expérimentation (S8) est

significativement supérieur aux valeurs mesuréastatexposition (T).
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2-2- Exposition a la pyridine
a/ Mesures histologiques globales

Les résultats histologiques de I'exposition a legige sont présentés figure 59.
(Nllustration | B, p99).
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40 } - } '1 - } 30
T S2 S4 S6 S8
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Cellules S2 S4 S6 S8 Epaisseur S2 S4 S6 S8

T <0,0001 | <0,0001 | 0,0002 ns T <0,0001 ns 0,0017 |<0,0001
S2 ns 0,0035 | 0,0005 S2 0,0003 |<0,0001 | <0,0001
S4 ns ns S4 <0,0001 | <0,0001
S6 ns S6 0,0151

Figure 52: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur dgpithélium olfactif en um et du nombre de
cellules pour une surface de 1000 um?2 avant (Tidaet (S2, S4) et aprés (S6, S8) I'expositionytidine.
Les tableaux correspondent aux résujpaist-hocindiquant les différences significatives ou nagngicatives

(ns) pour I'épaisseur et le nombre de celluleséfathélium olfactif en fonction des semaines.

Epaisseur de I'épithélium olfactif
L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4,8)=37,573; p<0,0001]. Une
augmentation significative de I'épaisseur de I'giium olfactif est mesurée en milieu

d’exposition (S2), suivie d’'un retour a des valeocosnparables a celles mesurées avant
I'exposition (T) en fin d’exposition (S4). L'épamsr de I'épithélium olfactif diminue
progressivement au cours de la période de postséipo(S6/S8).

Nombre de cellules de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4,8)=12,063 ; p<0,0001]. Le nombre

de cellules de I'épithélium olfactif augmente dedia significative en milieu de période
d’exposition (S2), diminue progressivement en fexgosition (S4) et jusqu’en milieu de
période de post-exposition (S6). En fin de périatke post-exposition (S8), il est

comparable aux valeurs mesurées avant I'expoglipn
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b/ Mesures histologiques par zones de I'épithéliumifactif

Epaisseur par zone de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poutepaisseur des zones postérieure
[F(4,72=3,274 ; p=0,0215], médiane F(4,72)=17,48<0,0001] et

F(4,72)=13,75 ; p<0,0001] de I'épithélium olfadfiyure 60).
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%07 Médiane [ S2 S4 S6 S8
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2 S6 ns
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T S2 S4 S6 S8
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w
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Figure 60: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en gmfonction des zones de
I'épithélium olfactif (postérieure, médiane, anéérie) avant (T), pendant (S4 et S6) et apres (S6 et
S8) I'exposition a la pyridine. Les tableaux sitaédroite des courbes correspondent aux résultats

post hodndiquant les différences significatives ou nomsigatives (ns).
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L’évolution de I'épaisseur de I'épithélium olfacest comparable dans les zones médiane

et antérieure. En effet, une augmentation sigrifieaest mesurée lors de la deuxiéme

semaine d’exposition (S2), suivie d’'une diminutiem fin d’exposition (S6) et lors de la

période de post exposition (S6/S8). Pour la zorsépeure, I'épaisseur de I'épithélium

olfactif reste constant au cours de I'expositi®2/64) et en milieu de période de post

exposition (S6) puis diminue de fagon significater fin de période de post-exposition

(S8). En fin de période de post-exposition (S&pdiisseur de I'épithélium olfactif pour les

trois zones est inférieure aux valeurs mesuréast #eaposition (T).

Nombre de cellules par zone de I'épithélium olfacti

L’ANOVA montre un effet semaine significatif pous hombre de cellules dans les zones
postérieure F(4,72)=9,909 ; p=0,042], médiane R}4#,16; p=0,0065] et antérieure
F(4,72)=17,174 ; p<0,0001] de I'épithélium olfacgfijure 61).
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60 - Antérieure S2 S4 S6 S8
T <0,0001 | <0,0001| 0,025 | 0,0026

S2 ns 0,0193 ns
S4 0,0055 | 0,0459

S6 ns
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Figure 61: Courbes indiguant I'évolution du nombre de cebBudle I'épithélium olfactif (pour 1000
pnm2) en fonction des zones de I'épithélium olfagiidstérieure, médiane, antérieure) avant (T),
pendant (S2 et S4) et apres (S6 et S8) I'expositilanpyridine. Les tableaux situés a droite des

courbes correspondent aux résultaist hodndiquant les différences significatives ou non
significatives (ns).

Une augmentation significative du nombre de cetlude I'épithélium olfactif par rapport
aux valeurs mesurées avant l'exposition (T) esteolg® a la deuxiéme semaine
d’exposition (S2) pour les trois zones définies.Mdebre se stabilise en fin d’exposition
(S4) et en milieu de période de post-exposition (®&ir les zones postérieure et médiane,
et diminue en milieu de période de post-exposi{®®) dans la zone antérieure. En fin de
période de post-exposition (S8), le nombre totatelules dans les zones postérieure et
médiane est comparable aux valeurs mesurées agapbgition (T), tandis que dans la

Zzone antérieure, ce nombre est supérieur aux \gateesurées avant I'exposition (T).

c/ Résultats des évaluations histologiques avantipdant et apres I'exposition a
la pyridine sur une courte durée.

Les résultats montrent que I'exposition a la pyréda pour conséguence une augmentation
significative de I'épaisseur générale et du nontbtal de cellules de I'épithélium olfactif
en milieu dexposition (S2), suivie d’'une diminutioet d'un retour a des valeurs
comparables a celles mesurées avant I'expositipreifTfin de période de post-exposition
(S8) pour le nombre total de cellules. En fin deqa® de post-exposition (S8) I'épaisseur
de [I'épithélium olfactif est significativement imféur aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T).

Concernant I'épaisseur de I'épithélium olfactif paime, alors gqu’elle diminue de fagon

significative qu’en fin de période de post-expasiti(S8) pour la zone postérieure, une
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augmentation significative est mesurée lors deelaxetme semaine d’exposition (S2) pour
les zones médiane et antérieure. En fin de pédedeost-exposition (S8), I'épaisseur de
I'épithélium olfactif pour les trois zones est inéure aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T).

Concernant le nombre total de cellules par zonkegdéhélium olfactif, une augmentation
significative par rapport aux valeurs mesurées taVarposition (T) est observée a la
deuxieme semaine d’exposition (S2) pour les troises définies. Ce nombre se stabilise
en fin d’exposition (S4) et en milieu de période mest-exposition (S6) pour les zones
postérieure et médiane, et diminue en milieu déeogérde post-exposition (S6) dans la
zone antérieure. En fin de période de post-expos($8), le nombre total de cellules dans
les zones postérieure et médiane est comparableaenrs mesurées avant I'exposition
(T), tandis que dans la zone antérieure, ce noegirsupérieur aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T).

Pour les deux mesures histologiques — épaissenorabre de cellules de I'épithélium
olfactif- I'effet principal dans le sens d’'une augmiation des mesures est observé de facon
précoce lors de la deuxieme semaine d’expositi@). (Sependant, une diminution de ces
mesures est ensuite observée en fin d’expositial) € lors de la période de post-
exposition (S6/S8).
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2-3- Exposition au CQ (5h)
a/ Mesures histologiques globales

Les résultats histologiques de I'exposition L6h) sont présentés figure 62.
(NMlustration | C, p99).
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Figure 62: Courbes indiquant I'’évolution de I'épaisseur dpithélium olfactif en um et du nombre de
cellules pour une surface de 1000 um?2 avant (Tidaet (S2, S4) et aprés (S6, S8) I'exposition ay. CEs
tableaux correspondent aux résultadst hodndiquant les différences significatives ou nomgigatives (ns)

pour I'épaisseur et le nombre de cellules de Igitm olfactif en fonction des semaines.

Epaisseur de I'épithélium olfactif
L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4,8)=15,27 ; p<0,0001]. Une
diminution significative de I'épaisseur de [I'épilién olfactif est mesurée en fin

d’exposition (S4), cette diminution se poursuivant cours de la période de post-
exposition (S6). En fin de période de post-exposi(iS8), I'épaisseur est significativement
inférieure a celle mesurée avant I'exposition (T).

Nombre de cellules de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4,8)=17,624 ; p<0,0001]. Le nombre

de cellules augmente significativement en milieexgosition (S2), se stabilise en fin

d’exposition (S4) et jusqu’en milieu de périodepiest-exposition (S6). En fin de période
de post-exposition (S8), il est significativemempérieur a celui mesuré avant I'exposition

(M.
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b/ Mesures histologiques par zones de I'épithéliumifactif

Epaisseur par zone de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poutepaisseur des zones postérieure

F(4,72)=15,762; p<0,0001], médiane F(4,72)=13,846<0,0001] et antérieure
F(4,72)=7,558 ; p=0,0008] de I'épithélium olfadffigure 63).
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% T 0,0204 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001
360 S2 0,0023 [<0,0001 | <0,0001
g sS4 0,0003 | 0,0382
5 %07 S6 ns
5 40
Exposition Post exposition
30 T T T T |
T S2 S4 S6 S8
Semaines
80 -
c 70 1 Médiane S2 S4 S6 S8
3 T ns ns 0,0035 [<0,0001
§ 60 S2 ns | 0,0057 | <0,0001
£ sS4 0,0227 | <0,0001
g 507 S6 ns
w 40 -
30 T T T T
T S2 S4 S6 S8
Semaines
80
Antérieure S2 S4 S6 S8
£ 70 T ns ns | 0,0084 | 0,0093
< S2 ns ns | 0,0396
g ] S4 0,028 | 0,0044
5 ’\N S6 ns
5 50
ugj' 40 A
30 T T T T
T S2 S4 S6 S8

Semaines

Figure 63: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en gmfonction des zones de
I'épithélium olfactif (postérieure, médiane, anéérie) avant (T), pendant (S4 et S6) et apres (S6 et
S8) I'exposition au C@ Les tableaux situés a droite des courbes comelgmb aux résultagsost

hocindiquant les différences significatives ou namgicatives (ns).
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L’évolution de I'épaisseur de I'épithélium olfacest semblable dans les zones médiane et

antérieure. Elle reste stable lors de I'exposi{i8®/S4) puis diminue de facon significative

lors de la période de post exposition (S6/S8).duamche, I'épaisseur postérieure diminue

significativement des la deuxieme semaine d’exmrsitEn fin de période de post-

exposition (S8),

significativement inférieure aux valeurs mesuraesal’exposition (T).

'épaisseur de [I'épithélium oliacde chaque zone définie est

Nombre de cellules par zone de I'épithélium olfacti

L’ANOVA montre un effet semaine significatif pous hombre de cellules dans les zones
postérieure F(4,72)=12,347 ; p<0,0001], médiane7R}44,462 ; p=0,0082] et antérieure

F(4,72)=7,519 ; p=0,0008] de I'épithélium olfadffigure 64).

ZO3 T ™ QM OOV QESY T NOSO TUWO DT

Nombre de cellules dans la zone médie
(pour 1000 um?)

50 7

20

50 -

N
o
.

w
o
L

Exposition

» <

Post exposition

» €N

v

sS4

Semaines

Postérieure S2 S4 S6 S8
T <0,0001 | <0,0001| 0,0172 | 0,0008
S2 ns ns ns
S4 ns ns
S6 ns
Médiane S2 S4 S6 S8
T ns ns ns <0,0001
S2 ns ns 0,0014
S4 ns 0,0104
S6 0,0025

20

S4
Semaines
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Nombre de cellules dans la zone antériet

(pour 1000 pm?)

50 -

Antérieure S2 S4 S6 S8
40 7 T 0,0103 | 0,0009 ns <0,0001
S2 ns ns 0,044
S4 ns ns
30 1 S6 0,0341

20 T T T T
T S2 S4 S6 S8
Semaines

Figure 64: Courbes indiguant I'évolution du nombre de cebBudle I'épithélium olfactif (pour 1000

pm?) en fonction des zones de I'épithélium olfagiidstérieure, médiane, antérieure) avant (T),
pendant (S2 et S4) et aprés (S6 et S8) I'expositin@Q. Les tableaux situés a droite des courbes
correspondent aux résultgtsst hodndiquant les différences significatives ou nayndicatives

(ns).

Une augmentation significative du nombre de celluést observée des la deuxiéme

semaine d’exposition (S2) pour les zones postarietiantérieure. En fin de période de

post-exposition (S8), le nombre total de cellulessdles trois zones de I'épithélium

olfactif est significativement supérieur aux vakeoresurées avant I'exposition (T).

c/ Résultats des évaluations histologiques avantepdant et aprés I'exposition

au CO, sur une courte durée

Les résultats indiquent des modifications de I'épaiir et du nombre de cellules de

I'épithélium olfactif suite a I'exposition au G(®h), ces modifications étant inverses et

décalées dans le temps. En effet, une diminutignifgiative de I'épaisseur générale de

I'épithélium olfactif est mesurée en fin d’expositi(S4), et une augmentation significative

du nombre total de cellules est observée lors delxieme semaine d’exposition (S2). En

fin de période de post-exposition (S8), I'épaissede [I'épithélium olfactif est

significativement inférieure aux valeurs mesuréeant I'exposition (T), tandis que le

nombre total de cellules est significativement sigp@ aux valeurs mesurées avant

I'exposition (T).

Concernant I'épaisseur par zones de I'épithéliufactif, une diminution significative dés

la deuxiéme semaine d’exposition (S2) est mesuvée |fpaisseur de la zone postérieure
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et a partir de la sixieme semaine d’exposition (&&)r les épaisseurs des zones meédiane
et antérieure. En fin de période de post-exposii®&8), I'épaisseur de I'épithélium olfactif
de chaque zone définie est significativement iefée aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T).

Concernant le nombre total de cellules par zond®pighélium olfactif, une augmentation
significative de ce nombre est observée des laidmexsemaine d’exposition (S2) pour
les zones postérieure et antérieure. En fin deogérde post-exposition (S8), le nombre
total de cellules dans les trois zones de I'épitin@lolfactif est significativement supérieur

aux valeurs mesurées avant I'exposition (T).
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A. Exposition a I'acétone

B. Exposition a la pyridine

m & !

T S2 S4

C. Exposition au C¢X5h)

lllustration | : Aspect histologique de I'épithélium olfactif desuris avant (T), pendant
(S2/S4) et aprés (S6/S8) I'exposition a un pollu@aloration nucléaire a I’hématoxyline
de Harris Grossissement x40. La lame basale esjuéeé par un trait de couleur jaune.
A : Exposition a I'acétone
B : Exposition a la pyridine
C : Exposition au C&(5h)



I1l- Récapitulatif des résultats obtenus lors des positions de courte durée

La figure 65 récapitule les résultats des tests pmotamentaux mesurés suite aux
expositions a I'acétone, a la pyridine et au,A@s augmentationsX), ou les absences de
modification @) du comportement d’approche/évitement des soarisgpport aux valeurs
mesurées avant I'exposition (T) pour les substatest®es sont indiguées (ne : données

non évaluees).

Evitement par rapport a la
substance Butanol Urine
d'exposition
Acétone (7500 ppm) 2 7] 1]
Pyridine (3600 ppm) a [7] N
T™MT Butanol Urine
CO,, (5h) (3%) 2 ne variable

Figure 65: Récapitulatif des résultats comportementaux olstérms des expositions de courte
durée.

Les tests comportementaux ont permis de mettre viterice des modifications du

comportement d’approche/évitement des souris pdtarentes odeurs en fonction de la
molécule d’exposition. Il apparait que I'expositiari’acétone et a la pyridine ne modifie
pas le comportement d’approche/évitement des swisia-vis de I'odeur de butanol. En

revanche, I'exposition a I'acétone a pour conségeieme augmentation de I'évitement des
souris pour l'odeur d’acétone, tandis que I'exposita la pyridine n’entraine aucune

modification du comportement d’approche/évitemesd douris par rapport a I'odeur de
pyridine. L’exposition a la pyridine a pour conséqae une diminution de I'approche des
souris pour 'odeur d’urine de souris male, targlie I'exposition a I'acétone ne modifie

pas le comportement d’approche/évitement des spons cette odeur. L'exposition au

CO, montre une modification du comportement d’évitetmeées souris pour I'odeur de

triméthylthiazoline, mais un retour a la normale aumportement des souris vis-a-vis de
cette odeur apparait apres l'arrét de I'exposition.

Ces résultats soulignent des effets variables ectifin de la molécule d’exposition sur le

comportement d’évitement des souris pour différéypes d’odeurs.

La figure 66 récapitule les résultats des mesurgslbgiques réalisées en fonction des

différents produits d’exposition, et suivant la éeird’exposition. Les augmentatior)(
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les diminutions §) ou les stabilisations=] de I'épaisseur de I'épithélium olfactif et du

nombre total de cellules sont indiquées par rapgaxtvaleurs obtenues avant I'exposition

(T).
Période d'exposition
S2 S4
Expositions'de courte Epaisseur Nombre de Epaisseur Nombre de
durée cellules cellules
Acétone (7500 ppm) = = = 2
Pyridine (3600 ppm) 72 2 = 2
CO, (5h) (3%) = 2 N 2
Période post exposition
S6 S8
Expositions,de courte Epaisseur Nombre de Epaisseur Nombre de
durée cellules cellules
Acétone (7500 ppm) = 2 = |
Pyridine (3600 ppm) N 2 A 2
CO, (5h) (3%) N 2 N 2

Figure 66: Récapitulatif des résultats histologiques (épaissenombre total de cellules de
I'épithélium olfactif) obtenus lors des expositiaies courte durée.

Les résultats des mesures histologiques globakeserst des variations de I'épaisseur et du
nombre total de cellules de I'épithélium olfactif éonction des substances d’exposition.
Les effets sont observés aussi bien au cours xgd&tion qu’apres l'arrét de I'exposition.
L’exposition a I'acétone n’entraine pas de fortedification tissulaire, puisque d’'une part
I'épaisseur de I'épithélium olfactif ne varie pas eours de I'expérimentation, et d’'autre
part une légere augmentation du nombre total deileelde I'épithélium olfactif est
observée au cours de la période de post exposHiomevanche, des effets plus marqués
sont mesurés lors des expositions a la pyridireeue€Q(5h). Lors de ces expositions, le
nombre total de cellules est toujours supérieunalgurs mesurées avant I'exposition tout
au long de I'expérimentation, alors que I'épaisseerl’épithélium olfactif diminue, en

particulier lors de la période de post exposition.

La figure 67 récapitule les résultats des mesuisgslbgiques réalisées sur les trois zones
(postérieure, médiane, antérieure) de I'épithélialfactif en fonction des substances
d’exposition, et suivant la durée d’exposition. laeggmentationsd), les diminutions §)

ou les stabilisations=] de I'épaisseur de I'épithélium olfactif et du niora total de cellules

sont indiquées par rapport aux valeurs obtenuas ieaposition (T).
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A : Epaisseur Période d'exposition
S2 S4

Expositions de courte zone zone zone zone zone zone

durée postérieure | médiane | antérieure | postérieure | médiane | antérieure
Acétone (9800 ppm) 72 = = A = =
Pyridine (6000 ppm) = 2 2 = = v
CO, (5h) (3%) N = = N = =

Période post exposition
S6 S8

Expositions de courte zone zone zone zone zone zone

durée postérieure | médiane | antérieure | postérieure | médiane | antérieure
Acétone (9800 ppm) 2 2 rd = = =
Pyridine (6000 ppm) = N = N N N
CO, (5h) (3%) N N N N N N
B : Nombre de
cellules Période d'exposition

S2 S4

Expositions de courte zone zone zone zone zone zone

durée postérieure | médiane | antérieure | postérieure | médiane | antérieure
Acétone (9800 ppm) N N 2 = 2 2
Pyridine (6000 ppm) 2 2 2 = 2 v
CO, (5h) (3%) 2 = 2 v = 2

Période post exposition
S6 S8
Expositions de courte zone zone zone zone zone zone
durée postérieure | médiane | antérieure | postérieure | médiane | antérieure

Acétone (9800 ppm) 2 = 2 2 2 v
Pyridine (6000 ppm) = 2 2 = = v
CO; (5h) (3%) 2 ~ = 2 2 2

Figure 67: Récapitulatif des résultats histologiques obtdarssdes expositions de courte durée en
fonction des zones de I'épithélium olfactif (postére, médiane, antérieure).
A : épaisseurB : nombre total de cellules de I'épithélium olfécti

Les résultats des mesures histologiques révelemtdgs différences apparaissent d’'une
part en fonction de la zone considérée, et d’apg en fonction de la substance
d’exposition. Les résultats ne montrent pas la méuwdution lors de I'exposition au GO
en comparaison avec l'acétone et la pyridine. Pesirtrois substances d’exposition, les
évolutions du nombre de cellules dans les troisegame I'épithélium olfactif different.

Concernant l'acétone, en cours d’exposition (S2)e diminution du nombre total de
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cellules apparait, alors qu'une augmentation estunée dans la zone antérieure. En
revanche, en fin d’exposition (S4), le nombre tatalcellules est supérieur aux valeurs
mesurées avant I'exposition (T) pour les trois so(mostérieure, médiane et antérieure).
Lors de I'exposition a la pyridine, le nombre ddiudes suit de fagcon générale la méme
dynamique d’évolution dans les trois zones (postée, médiane et antérieure) ; en effet,
il augmente deés le milieu de I'exposition (S2), oioe en fin d’exposition (S4) ou au

milieu de la période post exposition (S6), et famaént reste plus élevée que les valeurs
obtenues avant I'expérimentation (T) en post exjprs(S8). Concernant I'exposition au

CO,, les zones postérieures et antérieures suivenétae évolution : une augmentation du
nombre de cellules dées le milieu d’exposition (88) suivi d’'une stabilisation durant le

reste de I'expérimentation.
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Partie 3 :
Influence de la durée et de la concentration d’exposition sur
I’épithélium olfactif principal des souris.
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I- Evaluations comportementales

1-1- Exposition a la pyridine
a/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de la pyridie (vseau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement -atvis de I'odeur de pyridine
montre un effet semaine significatif [F(10,90)=48%=0,0416].

180
150 4
120 ~

90 A

60 A

SN
l I
30 4

Durées en secondes

= &l

Exposition
0
T S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
Semaines
S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
T ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
S2 0,0041 | 0,0041 | 0,0037 | 0,0033 | 0,0121 | 0,0212 | 0,0004 | 0,0093 | 0,0034
S4 ns ns ns ns ns ns ns ns
S6 ns ns ns ns ns ns ns
S8 ns ns ns ns ns ns
S10 ns ns ns ns ns
S12 ns ns ns ns
S14 ns ns ns ns
S16 ns ns
S18 ns

Figure 68 :haut: Courbe représentant le temps passé (en secqratdsp souris dans le
compartiment contenant la pyridine;
bas: Tableau indiquant les différences significatieesnon significatives (ns) entre les temps
passés dans le compartiment contenant la pyridiffieretion des semaines.

Le comportement d’évitement des souris vis-a-vid'aldeur de pyridine ne varie pas au
cours de I'exposition (de S2 a S20) par rapport\al&urs mesurées avant I'exposition (T)
(Figure 68). Une légere diminution de I'évitemersdouris pour I'odeur de pyridine est
observée lors de la deuxieme semaine d’exposi&®) én comparaison avec les autres

semaines d’exposition (de S4 a S20).
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b/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du butandlvs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-aisis de I'odeur de butanol ne
montre pas d’effet semaine significatif [F(10,90872 ; p=0,3868]. ]. Le temps passé par
les souris dans la zone contenant le butanol \d&i&8,6 a 49,8 secondes au cours de

I'expérimentation.

c/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de I'urinevs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-gisis de I'odeur d’urine de souris

male montre un effet semaine significatif [F(1D:2,458 ; p=0,0028].

180

150 -

-

N

o
I

N\

8
ke
c
& o 1 | I
c 90 1 1
&
O
S 60 A
o}
30 |
Exposition
0 -
T S2 sS4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
Semaines
S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
T 0,086 | 0,0128 | 0,01 | 0,0099 |<0,0001 | 0,0058 |<0,0001| 0,0084 | 0,0207 | 0,0119
S2 ns ns ns ns ns 0,0379 ns ns ns
S4 ns ns ns ns 0,0318 ns ns ns
S6 ns ns ns 0,0392 ns ns ns
S8 ns ns 0,0471 ns ns ns
S10 ns ns ns ns ns
S12 ns ns ns ns
S14 0,0455 | 0,0203 | 0,0338
S16 ns ns
S18 ns

Figure 69: haut: Courbe représentant le temps passé (en secquatdsf souris dans le
compartiment contenant I'urine de souris male ;
bas: Tableau indiquant les différences significatieesnon significatives (ns) entre les temps
passés dans le compartiment contenant I'urine dessméle en fonction des semaines.
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Une diminution de I'approche pour l'urine de soumséle est mesurée des la deuxieme
semaine d’exposition (S2) jusqu’en fin d’expositi@R0) (Figure 69). Les souris passent
alors en moyenne le méme temps dans la zone comtamrae de souris male que dans la

zone contenant I'eau.

d/ Reésultats des évaluations comportementales avanpendant et aprés
I'exposition & la pyridine sur une longue durée.

Les résultats des tests comportementaux révelent’ gxposition a la pyridine n’affecte

pas le comportement des souris vis-a-vis de 'odeupyridine, diminue le comportement
d’approche des souris vis-a-vis de I'odeur d’urde souris male, et ne modifie par le
comportement des souris vis-a-vis de l'odeur dearmmit Dans les deux cas, la

modification observée est durable et stable toubag des 20 semaines d’exposition.
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1-2- Exposition au toluene
al/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du toluenev¢ eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-gisis de I'odeur de toluene montre
un effet semaine significatif [F(10,90)=8,08 ; ps@)1].

180

Exposition
150 -
3 120
©
c
[e]
3
) 90
c
(0]
3
8]
S 60 A
a
30 A
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : : : : : :
T S2 sS4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
Semaines
S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
T ns ns ns ns 0,0007 | 0,001 | 0,0167 | 0,0084 | 0,0499 | 0,0009
S2 ns ns 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0004 | <0,0001
S4 ns 0,0101 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0026 | 0,0011 0,11 |<0,0001
S6 0,0005 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0001 |<0,0001 | 0,0008 |<0,0001
S8 ns ns ns ns ns ns ns
S10 ns ns ns ns ns ns
S12 ns ns ns ns ns
S14 ns ns ns ns
S16 ns ns ns
S18 ns ns

Figure 7C: haut: Courbe représentant le temps passeé (en secqratdsk souris dans le
compartiment contenant le toluéne ;
bas: Tableau indiquant les différences significatiesesnon significatives (ns) entre les temps
passés dans le compartiment contenant le toluéfanetion des semaines.

Le temps passé par les souris dans la zone comntdeamoluéne ne varie pas
significativement au cours des huit premieres seesad’exposition (de S2 a S8), puis
diminue de facgon significative de la dixieme (S&0)a vingtiéme semaine d’exposition
(S20). Il reste ensuite stable jusqu’en fin d’expos (S20) (Figure 70).
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b/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du butanolMs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-givis de I'odeur de butanol montre
un effet semaine significatif [F(10,90)=1,905 ; {3407 3].

180

Exposition

A

150 4
120 +
90 4

60 -

T S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20

Durée en secondes

Semaines
S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20
T ns 0,0465 ns ns ns 0,0399 ns ns ns 0,0033
S2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
S4 0,0259 ns ns ns ns ns ns ns
S6 ns ns 0,0146 ns ns ns 0,01
S8 ns ns ns ns ns 0,0312
S10 ns ns ns ns 0,049
S12 0,044 ns ns ns
S14 ns ns 0,0059
S16 ns ns
S18 ns

Figure 71 :haut: Courbe représentant le temps passé (en secqratdsp souris dans le
compartiment contenant le butanol;
bas: Tableau indiquant les différences significatieesnon significatives (ns) entre les temps
passés dans le compartiment contenant le butarfohetion des semaines.

Le temps passé par les souris dans la zone comtémadoutanol diminue de fagon
significative a la quatrieme (S4), la douzieme ($l& la vingtieme (S20) semaine
d’exposition. Entre ces mesures, les valeurs sontparables a celles mesurées avant

I'exposition (T).

c/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de I'urinevs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-aisis de I'odeur d’urine de souris

male ne montre pas d’effet semaine significat{fL{F90)=1,811 ; p=0,0613]. ]. Le temps
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passé par les souris dans la zone contenant I'densouris male varie de 71,5 a 108,8

secondes au cours de I'expérimentation.

d/ Résultats des évaluations comportementales avamendant et apres
I'exposition au toluéne sur une longue durée.

Les résultats des tests comportementaux indiquent’gxposition au toluene modifie le
comportement des souris en augmentant I'évitement pes odeurs de toluene et de
butanol, mais ne change pas le comportement dess sos-a-vis de I'odeur de souris
male. En effet, les souris passent significativenmenins de temps dans la zone contenant
le toluéne a partir de la dixieme semaine d’expmsiS10). De plus, le temps passé par
les souris dans la zone contenant le butanol diensignificativement de fagcon périodique
a S4, S12 et S20. Toutefois, la cinétique d’évotuist différente ; I'effet est plus marque
pour le toluene que pour le butanol. Les modifaai comportementales sont observées
relativement tardivement pour le toluéne (a S8)lles restent stables, tandis qu’elles sont
précoces (S4) et irréguliéres lors du test mené Evioluéene.
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L’ANOVA concernant

1-3- Exposition au CQ (12h)

a/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du triméthythiazoline (vseau)

le

test d’approche/évitement -mivis de Il'odeur de

triméthylthiazoline montre un effet semaine sigrafif [F(4,36)=4,722; p=0,002].

180

150 -

durées en secondes
-

[(e] N

o o

[0}
o
I

30 A

Exposition Post exposition

A

v
A
v

S2

S2 S4 S6 S8
T 0,0461 | 0,0042 | 0,0023 | 0,0002
S2 ns ns ns
S4 ns ns
S6 ns

S4 S6 S8

semaines

Figure 72: haut: Courbe représentant le temps passé
(en secondes) par les souris dans le compartiment
contenant le triméthylthiazoline ;
gauche Tableau indiquant les différences
significatives ou non significatives (ns) entre les
temps passés dans le compartiment contenant le
triméthylthiazoline en fonction des semaines.

Le temps passé par les souris dans la zone comtémanméthylthiazoline diminue

progressivement au cours de l'exposition (S2/S4festla période de post-exposition

(S6/S8). En fin de période de post-exposition (88st significativement inférieur aux

valeurs mesurées avant I'exposition (T) (Figure 72)

b/ Test d’approche/évitement vis-a-vis du butanoMs eau)

L’ANOVA concernant le test d’approche/évitement-aisis de I'odeur de butanol A

montre un effet significatif [F(4,36)=3,525; p=04%&l. Le temps passé par les souris dans

la zone contenant le butanol diminue de facon Bggtive au cours de I'exposition

(S2/S4) et jusqu’en milieu de période de post-eipos(S6). En fin de période de post-

exposition (S8), il est comparable aux valeurs m@&siavant I'exposition (T) (Figure 73).
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180

Exposition Post exposition

A
v
A

150 ~

durées en secondes
-

[{e] N

o o

[0}
o
I

30 A

T S2 S4 S6 S8
semaines
S2 S4 S6 S8 Figure 73: haut: Courbe représentant le temps passé
T 0,0079 | 0,0357 | 0,0054 ns (en secondes) par les souris dans le compartirment |
S2 ns ns ns butanol ;
sS4 ns ns bas: Tableau indiquant les différences
s6 0,0232 significatives ou non significatives (ns) entre tesps

passés dans le compartiment contenant le butanol en
fonction des semaines.

c/ Test d’approche/évitement vis-a-vis de l'urinévseau)

L'’ANOVA ne montre pas un effet semaine significatgour |'odeur d'urine
[F(4,36)=1,604 ; p=0,181]. ]. Le temps passe parslauris dans la zone contenant I'urine

de souris méle varie de 87,1 a 107,3 secondesuas de I'expérimentation.

d/ Résultats des évaluations comportementales avamqtendant et aprés
I'exposition au CO, sur une longue durée.

Les résultats des tests comportementaux révelemt’'gxposition au Cg{12h) entraine
des modifications du comportement des souris emantant I'évitement pour les odeurs
de triméthylthiazoline et de butanol mais ne medifas le comportement des souris vis-a-
vis de I'odeur d'urine de souris male. En effettdenps passé dans la zone contenant le
triméthylthiazoline diminue de facon significativa cours (S2/S4) et apres (S6/S8)
I'exposition. De méme, le temps passé dans la zwrmenant le butanol diminue
significativement des le début de I'exposition (82)usqu’en milieu de période de post
exposition (S6). Cependant, en fin de période d& prposition (S8), il est comparable

aux valeurs mesurées avant I'expérimentation (T).
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IlI- Mesures histologigues

2-1- Exposition a la pyridine
a/ Mesures histologiques globales

Les résultats histologiques de I'exposition & legige sont présenteés figure 74.
(Mlustration 11 A, p128).

—s— Cellules —— Epaisseur

35 90

- 85

- 80

+75

+ 70

T 65

Epaisseur en pm

- 60

Nombre de cellules pour 1000 pm?2
N
(6]

Exposition 1ss
15 t t t t t 50
T S4 S8 S12 S16 S20
Semaines
Epaisseur S4 S8 S12 S16 S20
T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0408
S4 <0,0001 ns ns <0,0001
S8 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S12 0,0061 |<0,0001
S16 0,026
Cellules S4 S8 S12 S16 S20
T ns <0,0001 | <0,0001 | 0,0009 | 0,0003
S4 <0,0001 | <0,0001 | 0,0035 | 0,001
S8 ns ns ns
S12 ns ns
S16 ns

Figure 74: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en ¢trdu nombre de cellules pour une
surface de 1000 umz2 avant (T) et pendant (S4 al®&x@psition a la pyridine. Les tableaux
correspondent aux résultgtsst hodndiquant les différences significatives ou nayndicatives
(ns) pour I'épaisseur et le nombre de celluleséfathélium olfactif en fonction des semaines.
Epaisseur de I'épithélium olfactif
L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(%/2)=92,584 ; p<0,0001]. Une

augmentation significative et progressive de I'épaiir est mesurée lors de la quatrieme

(S4) et de la huititme semaine (S8) d’expositioe. IB huitieme (S8) a la vingtieme
semaine (S20) d’exposition, I'épaisseur mesuréeindien constamment mais reste

supérieure aux valeurs mesurées avant I'expodlipen fin d’exposition (S20).

113



Nombre de cellules de I'épithélium olfactif
L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(5/Q)= 125,54; p<0,0001]. Le nombre

de cellules diminue de facon significative a pad@rla huitieme semaine d’exposition (S8)
puis reste constant. En fin d’exposition (S20gst inférieur aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T).

b/ Mesures histologiques par zones de I'épithéliumlfactif

Epaisseur par zone de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poutépaisseur des zones postérieure
[F(5,90)=16,459 ; p<0,0001], médiane F(5,90)=69,546<0,0001] et antérieure
F(5,90)=94,658 ; p<0,0001] de I'épithélium olfagtiigure 75).

Postérieure S4 S8 S12 S16 S20
% T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0041 ns
S4 ns <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
- S8 ns 0,0046 |<0,0001
=3
S 80 S12 <0,0001 | <0,0001
o S16 0,0162
2
2 70
2
g Exposition
‘© 60 < >
&
50 ; ; ; ; ;
T s4 s8 s12 S16 S20
Semaines
90 -
Médiane S4 S8 S12 S16 S20
5807 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0127
< S4 <0,0001| ns ns | 0,0002
c
g S8 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
R}
e s12 ns | 0,0002
3
% S16 0,0094
"u;‘}eof
50 ; ; ;
T s4 s8 s12 S16 S20
Semaines
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Nombre de cellules dans la zone postériet

Epaisseur antérieure (en pm

90

Antérieure S8 S12 S16 S20
T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0014
80 1 S4 <0,0001 | <0,0001 ns ns
S8 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
70 1 S12 0,0014 | <0,0001
S16 ns
60
50
T sS4 S8 S12 S16 S20

Semaines

Figure 75: Courbes indiguant I'évolution de I'épaisseur en gmfonctions des zones de I'épithélium
olfactif (postérieure, médiane, antérieure) avahiet pendant (de S4 a S20) I'exposition a la pyedLes
tableaux situés a droite des courbes correspodeniésultatpost hodndiquant les différences

significatives ou non significatives (ns).

L’épaisseur de I'épithélium olfactif augmente deda significative pour les trois zones

définies a la quatrieme semaine d’exposition (Sd)stabilise pour la zone postérieure de

I'épithélium olfactif et continue d'augmenter sifioativement jusqu’a la huitiéeme

semaine d’exposition pour les zones médiane etianté de I'épithélium olfactif. Dans

ces deux zones, elle diminue ensuite de facon feigtive jusqu’a la fin de

I'expérimentation, (S20). En fin d’exposition (S20¢paisseur de I'épithélium olfactif

dans la zone postérieure est comparable a celleréesvant I'exposition (T), tandis

gu’elle est significativement supérieure a ceswalelans les zones meédiane et antérieure

de I'épithélium olfactif.

Nombre de cellules par zone de I'épithélium olfacti

L’ANOVA montre un effet semaine significatif pous hombre de cellules dans les zones
postérieure F(5,90)=3,184 ; p<0,0118], médianedB(511,764 ; p<0,0001] et antérieure
F(5,90)=2,426 ; p=0,0429] de I'épithélium olfacffigure 76).

35 Postérieure

s4

S8

S12

S16

S20

T

ns

ns

ns

ns

ns

S4

0,0004

0,0083

0,0017

0,0214

S8

ns

ns

ns

w
o
I

S12

ns

ns

S16

ns

( pour 1000 um2)

N
(53]
I

Exposition

A
v

20 T |
T S4 S8 S12 S16 S20

Semaines
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Nombre de cellules dans la zone médie

Nombre de cellules dans la zone antériet

(pour 1000 um?2)

( pour 1000 um2)

35 - Médiane S4 S8 S12 S16 S20
T 0,0097 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0012 | <0,0001
S4 0,0004 | <0,0001 ns 0,0401
0 4 S8 ns ns ns
S12 0,0316 ns
S16 ns
25 A
20
T sS4 S8 S12 S16 S20
Semaines
35 - Antérieure S4 S8 S12 S16 S20
T ns 0,0283 | 0,0049 ns ns
S4 ns 0,0067 ns ns
1 S8 ns ns ns
S12 ns ns
S16 ns
25
20
T sS4 S8 S12 S16 S20

Semaines

Figure 76: Courbes indiguant I'évolution du nombre de cebBulle I'épithélium olfactif (pour 1000
pum?) en fonction des zones de I'épithélium olfagaidstérieure, médiane, antérieure) avant (T) et
pendant (de S4 a S20) I'exposition a la pyridines tableaux situés a droite des courbes

correspondent aux résultgtsst hodndiquant les différences significatives ou nayndicatives

(ns).

Le nombre de cellules de I'épithélium olfactif narie pas dans la zone postérieure de

I'épithélium olfactif et diminue de facon signifibae a partir de la huitieme semaine

d’exposition (S8) et jusqu’a la douzieme semainexposition (S12) pour les zones

médiane et antérieure de I'épithélium olfactif. filnd’exposition (S20), le nombre total de

cellules dans la zone médiane de I'épithélium diffast significativement inférieur aux

valeurs mesurées avant I'exposition (T) et comparab ces valeurs pour la zone

antérieure.

c/ Résultats des évaluations histologiques avantempdant et aprés
I'exposition a la pyridine sur une longue durée.

Les résultats montrent que I'exposition de longuetd a la pyridine (20 semaines) a pour

conségquence des modifications de I'épaisseur abdhbre total de cellules de I'épithélium

olfactif. En effet, a partir de la huitieme semaitiexposition (S8), une augmentation
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significative de I'épaisseur et une diminution duntbre total de cellules sont mesurées. Ce
nombre se stabilise ensuite et reste en fin d'éxmdtation (S20) significativement
inférieur aux valeurs mesurées avant I'expositidn). (En revanche, I'épaisseur de
I'épithélium olfactif diminue de facon significagva partir de la huitieme semaine
d’exposition (S8) mais reste supérieure aux valewsurées avant I'exposition (T) en fin
d’expérimentation (S20).

Concernant I'épaisseur par zones de [I'épithéliurfactif, elle augmente de facon
significative pour les trois zones définies a latgéme semaine d’exposition (S4), se
stabilise pour la zone postérieure de ['épithéliwifactif et continue d’augmenter
significativement jusqu’a la huitieme semaine desifion pour les zones médiane et
antérieure de I'épithélium olfactif. Dans ces deones, elle diminue ensuite de fagon
significative jusqu’a la fin de I'expérimentatior{S20). En fin d’exposition (S20),
I'épaisseur de I'épithélium olfactif dans la zoresfgrieure est comparable a celle mesurée
avant I'exposition (T), tandis qu’elle est signitovement supérieure a ces valeurs dans les
zones médiane et antérieure de I'épithélium offacti

Concernant le nombre total de cellules par zone$égéhélium olfactif, alors que le
nombre ne varie pas dans la zone postérieure pighisium olfactif, il diminue de fagon
significative a partir de la huitieme semaine d@sifon (S8) et jusqu’a la douziéme
semaine d’exposition (S12) pour les zones médiaramtérieure de I'épithélium olfactif.
En fin d’exposition (S20), le nombre total de clhidans la zone médiane de I'épithélium
olfactif est significativement inférieur aux valsumesurées avant I'exposition (T) et

comparable a ces valeurs pour la zone antérieure.
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2-2- Exposition au toluéne
a/ Mesures histologiques globales

Les résultats histologiques de I'exposition aué&akisont présentés figure 77.
(Nustration 1l B, p128).

‘—-— Cellules — — Epaisseur ‘

80 90

L 70T T8

3

8 170

S 60+ c

S 3

2 teo 5

9N 50 + 5

ﬁ 150 g

3 g

% 40 + )

o + 40

£

S 307 1

z Exposition %0

20 4 | | | | > L
T S4 S8 S12 S16 S20
Semaines

T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 T <0 0001 | <0.0001 | <0.0001 | 0.0064 |<0.0001
S4 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 . <0,0001 | <0.0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 0,0108 | ns |<0,0001 s8 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S12 ns ns s12 <0,0001| ns
S16 0,0015 s16 0.0019

Figure 77: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en ¢trdu nhombre de cellules pour une
surface de 1000 umz2 avant (T) et pendant (S4 al&x@psition au toluene. Les tableaux
correspondent aux résultasst hodndiquant les différences significatives ou naynfficatives
(ns) pour I'épaisseur et le nombre de cellulesétsthélium olfactif en fonction des semaines.

Epaisseur de I'épithélium olfactif
L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(5/2)=84,483 ; p<0,0001]. L'épaisseur
de [I'épithélium olfactif augmente significativemembrs de la quatrieme semaine

d’exposition (S4). Elle diminue ensuite progressieat de la quatrieme (S4) a la seizieme
semaine d’exposition (S16). En fin d’exposition @B2'épaisseur est supérieure a celle
mesurée avant I'exposition (T).

Nombre de cellules de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(5/2)=151,725; p<0,0001]. Le

nombre de cellules augmente de facon significatiws de la quatriéeme semaine

d’exposition (S4), puis diminue progressivemengjua la douzieme semaine d’exposition
(S12). En fin d’exposition (S20), il est supérieux valeurs mesurées avant I'exposition

(M.
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Epaisseur médiane (en pn Epaisseur postérieure (en um

Epaisseur antérieure (en pm

b/ Mesures histologiques par zones de I'épithéliumlfactif

Epaisseur par zone de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poutépaisseur des zones postérieure

[F(5,90)=27,561; p<0,0001], médiane F(5,90)=89,1p<0,0001] et  antérieure
F(5,90)=14,21 ; p<0,0001] de I'épithélium olfacffigure 78).
90 - L
Postérieure S4 S8 S12 S16 S20
T <0,0001 | <0,0001| 0,017 ns ns
80 S4 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 0,0019 |<0,0001 | <0,0001
S12 ns 0,045
70
S16 ns
60
Exposition
50 — ~
T s4 S8 s12 S16 S20
Semaines
90 +
80 1 Médiane S4 S8 S12 S16 S20
T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0247
S4 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
0 S8 0,0008 | <0,0001 | <0,0001
S12 <0,0001 ns
60 S16 0,0002
50
T s4 S8 s12 S16 S20
Semaines
90
80
Antérieure S4 S8 S12 S16 S20
104 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 0,0059 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 <0,0001 | <0,0001 | 0,0002
60 - S12 <0,0001 ns
S16 <0,0001
50
T s4 S8 S12 S16 S20
Semaines

Figure 78: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en @mfonctions des zones de
I'épithélium olfactif (postérieure, médiane, anéérie) avant (T) et pendant (de S4 a S20)
I'exposition au toluene. Les tableaux situés atdrdes courbes correspondent aux résyptads
hocindiquant les différences significatives ou nangicatives (ns).
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Nombre de cellules dans la zone postériet

Nombre de cellules dans la zone médie

Pour les trois zones définies, une augmentatianfgigtive de I'épaisseur de I'épithélium
olfactif est observée a la quatrieme semaine d'sixipo (S4) suivie d’une diminution
significative jusqu’en fin d’expérimentation (S20Qur la zone postérieure, et jusqu’a la
seizieme semaine d’exposition (S16) pour les zam&diane et antérieure. Dans ces zones,
une augmentation significative de I'épaisseur dépithélium est observée en fin
d’expérimentation (S20), les valeurs étant sigatfiement supérieures a celles mesurées
avant I'exposition (T). En revanche, I'épaisseur l@pithélium olfactif dans la zone
postérieure est comparable aux valeurs mesuréest aVaxposition en fin

d’expérimentation (S20).

Nombre de cellules par zone de I'épithélium olfacti

L’ANOVA montre un effet semaine significatif pous hombre de cellules dans les zones
postérieure F(5,90)=47,861 ; p<0,0001], médianedb)559,981 ; p=0,0082] et antérieure
F(5,90)=73,838 ; p=0,0008] de I'épithélium olfadgfiigure 79).

Postérieure sS4 S8 S12 S16 S20
80 7 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
70 | S4 ns <0,0001 ns 0,0033
S8 0,0011 ns 0,0071
g 60 - S12 0,0225 ns
3 S16 ns
S 50
3
£ 40 1
307 Exposition
20 — —
T S4 S8 S12 S16 S20
Semaines
. Médiane sS4 S8 S12 S16 S20
T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
70 1 sS4 0,0014 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 0,0011 ns |<0,0001
£ 907 S12 0,009 | ns
o
g w0 S16 0,0004
g
£ 40 1
30 1
20
T S4 S8 S12 S16 S20

Semaines
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Antérieure S4 S8 S12 S16 S20
80 7 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
o sS4 0,0272 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0003
S8 ns ns ns

60 S12 ns ns
S16 ns

Nombre de cellules dans la zone antériet
(pour 1000 pm?)
[
o

T S4 S8 S12 S16 S20
Semaines

Figure 79: Courbes indiguant I'évolution du nombre de cebBulle I'épithélium olfactif (pour 1000
pum?) en fonctions des zones de I'épithélium olfgpistérieure, médiane, antérieure) avant (T) et
pendant (de S4 & S20) I'exposition au toluéne thbkeaux situés a droite des courbes

correspondent aux résultgtsst hodndiquant les différences significatives ou nayndicatives

(ns).
Une augmentation significative du nombre de cetl@st mesurée a la quatrieme semaine
d’exposition (S4), suivie d'une stabilisation owdé Iégére diminution est mesurée pour
les trois zones définies. En fin d’expérimentai{820), le nombre total de cellules dans les

trois zones de I'épithélium olfactif est supériaurvaleurs du témoin (T).

c/ Résultats des évaluations histologiques avantempdant et apres
I'exposition au toluene sur une longue durée.

Les résultats indiquent que I'exposition au toluangour conséquence des modifications
de I'épaisseur et du nombre total de cellules dpithélium olfactif qui suivent la méme
dynamique au cours de l'expérimentation. En eféetpartir de la quatrieme semaine
d’exposition (S4), une augmentation significativel@paisseur ainsi que du nombre total
de cellules de I'épithélium olfactif est mesuréeslvaleurs de ces parametres diminuent
ensuite significativement. En fin d’expérimentati¢®20), I'épaisseur et le nombre de
cellules de I'épithélium olfactif sont significaBment supérieurs aux valeurs mesurées
avant I'exposition (T).

Concernant I'épaisseur par zone de I'épithéliumadilf, pour les trois zones définies, une
augmentation est observées a la quatrieme semaaxpodition (S4) suivie d’une
diminution significative jusqu’en fin d’expérimemian (S20) pour la zone postérieure, et

jusqu’a la seizieme semaine d’exposition (S16) pesizones médiane et antérieure. Dans
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ces zones, une augmentation significative de I&5gair de I'épithélium est observée en fin
d’expérimentation (S20), les valeurs étant sigatfiement supérieures a celles mesurées
avant I'exposition (T). En revanche, I'épaisseur l@pithélium olfactif dans la zone
postérieure est comparable aux valeurs mesuréest aVaxposition en fin
d’expérimentation (S20).

Concernant le nombre total de cellules par zonkeg@hélium olfactif, une augmentation
significative a la quatrieme semaine d’expositi6d) suivie d’'une stabilisation ou d’'une
légere diminution est mesurée pour les trois zatéfmies. En fin d’expérimentation
(S20), le nombre total de cellules dans les troisez de I'épithélium olfactif est supérieur

au valeurs du témoin (T).
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2-3- Exposition au CQ (12h)
a/ Mesures histologiques globales

Les résultats histologiques de I'expositionGI2h) sont présentés figure 80.
(Nlustration 1l C, p128).

‘—'— Cellules — — Epaisseur ‘

55 65
~ 50
g. + 60
§ 45
E g
§ 40 T 55 =
E > T 50 é
3]
S 30 - u
€ ! + 45
22 Exposition Post exposition
20 } < } ;1 < 40
T S2 S4 S6 S8
Semaines
Cellules S2 S4 S6 S8 Epaisseur S2 S4 S6 S8
T 0,0111 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 T 0,0144 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 S2 0,0004 |<0,0001 | <0,0001
S4 ns ns S4 ns 0,0145
S6 ns S6 ns

Figure 8C: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en ¢trdu hombre de cellules pour une
surface de 1000 pm?2 avant (T), pendant (S2, S#rés (S6, S8) I'exposition au €Q2h). Les
tableaux correspondent aux résuliaast hodndiquant les différences significatives ou non
significatives (ns) pour I'épaisseur et le nombeecdllules de I'épithélium olfactif en fonction
des semaines.

Epaisseur de I'épithélium olfactif
L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4,8)=32,544 ; p<0,0001]. L'épaisseur

de I'épithélium olfactif diminue de facon signifibee et progressivement au cours de
I'exposition (S2/S4), et se stabilise en milieup#giode de post-exposition (S6). E, fin de
période de post-exposition (S8), elle est inféaeahucelle mesurée avant I'exposition (T).
Nombre de cellules de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif [F(4,8)=42,649 ; p<0,0001]. Le nombre

de cellules augmente significativement et progwessent au cours de la période
d’exposition (S2/S4) et se stabilise lors de laquer de post-exposition (S6/S8). En fin de

période de post-exposition (S8), il est supériecelai mesuré avant I'exposition (T).
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b/ Mesures histologiques par zones de I'épithéliumlfactif

Epaisseur par zone de I'épithélium olfactif

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poliépaisseur des zones postérieure

[F(4,
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72)=33,759; p<0,0001], médiane F(4,72)=23,69<0,0001] et antérieure
F(4,72)=22,543 ; p<0,0001] de I'épithélium olfagkigure 81).
Postérieure S2 S4 S6 S8
T <0,0001 | <0,0001 |<0,0001|<0,0001
S2 0,0342 0,0006 |<0,0001
S4 ns ns
S6 ns
Exposition Post exposition
T | s2 | s4 S6 | S8
Semaines
Médiane S2 S4 S6 S8
T ns <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 0,0013 |<0,0001 | <0,0001
S4 ns ns
S6 ns
T | s2 | s4 | S6 | S8
Semaines
Antérieure S2 S4 S6 S8
T 0,0148 ns 0,0003 | <0,0001
S2 0,0004 | <0,0001 | <0,0001
S4 ns 0,0029
S6 ns
T | S2 | s4 | S6 | S8

Semaines

Figure 81: Courbes indiquant I'évolution de I'épaisseur en gmfonction des zones de
I'épithélium olfactif (postérieure, médiane, anéérie) avant (T), pendant (S4 et S6) et apres (S6 et
S8) I'exposition au C&(12h). Les tableaux situés a droite des courbesgmondent aux résultats

post hodndiquant les différences significatives ou nhomgigatives (ns).
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Des variations de I'épaisseur de I'épithélium difasont observées lors de la deuxiéme

semaine d’exposition (S2): I'épaisseur diminue fdeon significative dans la zone

postérieure, est stable dans la zone médianeugtente de fagon significative dans la

zone antérieure. Pour les trois zones définies,diménution de I'épaisseur est mesurée

lors de la phase de post-exposition (S6/S8). Endfexposition (S8), I'épaisseur de

I'épithélium olfactif dans les trois zones est $figativement inférieure aux mesurées

avant I'exposition (T).

Nombre de cellules par zone de I'épithélium olfacti

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poug hombre de cellules dans les zones
postérieure F(4,72)=20,142 ; p<0,0001], médiane7/R}414,661 ; p<0,0001] et antérieure
F(4,72)=16,554 ; p<0,0001] de I'épithélium olfagtfigure 82).

Nombre de cellules dans la zone postériet

Nombre de cellules dans la zone médie

(pour 1000 um?)

(' pour 1000 pm2)

60

50 4

40 A

30 1

20

60 -

a1
o

B
o

w
o

20

Postérieure S2 S4 S6 S8
T 0,0047 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 0,001 |<0,0001| 0,0018
S4 ns ns
S6 ns
Exposition Post exposition
T S2 | S4 S6 S8
Semaines
Médiane S2 S4 S6 S8
T ns <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 <0,0001 | <0,0001 | 0,0002
S4 ns 0,0133
S6 ns
T S2 S4 | S6 S8

Semaines
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Nombre de cellules dans la zone antériet

(pour 1000 pm3)

60 -

a1
o
I

iy
o
I

w
o
I

20

Antérieure S2 S4 S6 S8
T ns <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 0,0009 | 0,0073 | 0,0089
S4 ns ns
S6 ns

T S2 S4 S6 S8
Semaines

Figure 82: Courbes indiquant I'’évolution du nombre de ceBude I'épithélium olfactif (pour 1000
pnm3) en fonction des zones de I'épithélium olfagiidstérieure, médiane, antérieure) avant (T),
pendant (S2 et S4) et aprés (S6 et S8) I'expositio@Q (12h). Les tableaux situés a droite des

courbes correspondent aux résultaist hodndiquant les différences significatives ou non
significatives (ns).

Une augmentation significative du nombre de cedl@st mesurée en fin d’exposition (S4)
suivie d’'une stabilisation en phase de post exipos{56/S8) pour les trois zones définies.
En fin d’expérimentation (S8), le nombre total ddlides par zone est significativement

supérieur aux valeurs mesurées avant I'exposifipp@ur les trois zones.

c/ Résultats des évaluations histologiques avantemdant et apres
I'exposition au CO, sur une longue durée.

Les résultats montrent que I'exposition au,&0r une longue durée a pour conséquence
des évolutions inverses de I'épaisseur et du noned de cellules de I'épithélium
olfactif.

L’épaisseur de I'épithélium olfactif diminue de fagsignificative et réguliere du début a
la fin de la période de post-exposition (S8), tamie le nombre total de cellules augmente
de facon significative pendant la phase d’expasi{i§2/S4) puis se stabilise lors de la
phase de post-exposition (S6/S8). En fin d'expémiaigon (S8), I'épaisseur de
I'épithélium olfactif est significativement inféuee aux valeurs mesurées avant
I'exposition (T), alors que le nombre total de gkdt est significativement supérieur a ces
valeurs.

Concernant I'épaisseur de I'épithélium olfactif ganes, des variations sont observees lors
de la deuxieme semaine d’exposition (S2) : I'émaissliminue de facon significative dans
la zone postérieure, est stable dans la zone n&dénaugmente de fagon significative
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dans la zone antérieure. Pour les trois zonesidgfinne diminution de I'épaisseur est
mesurée lors de la phase de post-exposition (SEEBB)in d’exposition (S8), I'épaisseur
de I'épithélium olfactif dans les trois zones agn#icativement inférieure aux mesurées
avant I'exposition (T).

Concernant le nombre total de cellules par zonkedéhélium olfactif, une augmentation
significative en fin d’exposition (S4) suivie d’'uséabilisation en phase de post exposition
(S6/S8) est mesurée pour les trois zones défiBe$in d’expérimentation (S8), le nombre
total de cellules par zone est significativemenpésieur aux valeurs mesurées avant

I'exposition (T) pour les trois zones.
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A. Exposition a la pyridine

S4

B. Exposition au toluene

T S4 S12 S16 S20

C. Exposition au CQ(12h)

lllustration |I: Aspect histologique de I'épithélium olfactif desuris avant (T) et pendant

(S4 a S20) I'exposition a la pyridine et au toluéagant (T), pendant (S2/S4) et aprés
(S6/S8) I'exposition au C£X12h). Coloration nucléaire a I'hnématoxyline dertita
Grossissement x40. La lame basale est indiquéerp@ait de couleur jaune.
A : Exposition a la pyridine
B : Exposition au toluéne
C : Exposition au C&(12h)
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I1l- Récapitulatif des résultats obtenus lors des xpositions de lonque durée

La figure 83 récapitule les résultats des testspastamentaux mesurés suite aux diverses
expositions. Les augmentatiori8)( ou les absences de modificati@) u comportement
d’approche/évitement des souris par rapport augwal mesurées avant I'exposition (T)

pour les substances testées sont indiquées (mméds non évaluées).

Evitement par rapport a la substance _
Expositions de longue d'exposition Butanol Urine ™T
durée
Pyridine (50 ppm) temporaire 7] 72 ne
Toluéne (260 ppm) 2 périodique 7] ne
CO, (12h) (3%) ne 2 @ 2

Figure 83 : Récapitulatif des résultats comportementaux olstéors des
expositions de longue durée (TMT : triméthylthiaze).

Les résultats des tests comportementaux permeteertonclure que I'exposition a la
pyridine modifie temporairement le comportementvid@ment des souris vis-a-vis de
'odeur de pyridine, tandis que I'exposition au ughe a pour conséquence une
augmentation durable de l'évitement des souris padgeur de toluene a partir de la
dixieme semaine d’exposition. De plus, I'expositianla pyridine n’entraine pas de
modification du comportement des souris vis-a-\asI’ddeur butanol, et une diminution
durable de I'approche pour I'odeur d'urine de ssuridle est mesurée des la deuxieme
semaine d’exposition. Les modifications inversest subservées lors de I'exposition au
toluene : cette exposition n'altére pas le compoetet d’approche des souris pour I'odeur
d’urine et une augmentation périodique de I'évitatygour I'odeur de butanol est mesurée
toutes les trois a quatre semaines. Comme powldérte, I'exposition au COsur une
longue durée altére le comportement d’évitemestsieiris pour 'odeur de butanol. De
plus, elle augmente de facon durable I'évitemens dmuris pour l'odeur de
triméthylthiazoline, puisque ce phénomene est eBsgisqu’en fin d’expérimentation. En

revanche, elle ne modifie pas le comportement d@agpe des souris pour I'odeur d’urine.
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La figure 84 récapitule les résultats des mesustslbgiques (épaisseur et nombre total de
cellules) réalisées en fonction des différents pitsdd’exposition, et suivant la durée
d’exposition. Les augmentationd), les diminutions ¥) ou les stabilisations=] de
I'épaisseur de I'épithélium olfactif et du nombre ckllules sont indiquées par rapport aux

valeurs mesurées avant I'exposition (T).

Période d'exposition
S4 S8 S12 S16 S20
- Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
Exposmons,de Epaiss. de Epaiss. de Epaiss. de Epaiss. de Epaiss. de
longue durée
cellules cellules cellules cellules cellules
Pyridine (50 ppm) 2 = 2 N 2 N 2 N v N
Toluéne (260 ppm) 72 2 72 2 72 72 2 2 2 2
Période d'exposition Période post exposition
S2 S4 S6 S8
| co, (12h) (3%) N N 2 N N 2

Figure 84: Récapitulatif des résultats histologiques (épaisesenombre de cellules de
I'épithélium olfactif) obtenus lors des expositiates longue durée.

Les résultats des mesures histologiques souliglhentatteintes variables de I'épithélium
olfactif en fonction de la molécule d’exposition.e Lnombre total de cellules de
I'épithélium olfactif est toujours supérieur auXew@rs mesurées avant I'exposition lors des
expositions au toluéne et au g@Ph), tandis qu’il diminue lors de I'exposition la
pyridine. Pour les expositions a la pyridine et@uéne, une augmentation de I'épaisseur
est mesurée dans les premiéres semaines d'expQsgiis une diminution ou une
stabilisation est ensuite observée, I'épaissedamesependant supérieure aux valeurs du
témoin. En revanche, I'évolution du nombre totalcé#lules dans I'épithélium olfactif ne
suit pas la méme dynamique lors de ces deux expusitpuisqu’il diminue lors de

I'exposition a la pyridine et augmente lors de pesition au toluéne.

La figure 85 récapitule les résultats des mesuisgslbgiques réalisées sur les trois zones
(postérieure, meédiane, antérieure) de [I'épithéliumifactif en fonction produits
d’exposition, et suivant la durée d’exposition. leeggmentationsA), les diminutions §)

ou les stabilisations=] de I'épaisseur de I'épithélium olfactif et du niora total de cellules

sont indiquées par rapport aux valeurs obtenuas deaposition (T).
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A : Epaisseur Période d'exposition

S4 S8 S12 S16 S20
Elxposmons,de post | med | ant | post|med| ant | post| med| ant | post| med | ant | post| med | ant
ongue durée
Pyridine (50 ppm) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 v = 2 2
Toluéne (260 ppm) 2 2 2 2 2 2 2 2 = 2 2 = 2 2
Période d'exposition Période de post expositon
S2 S4 S6 S8
| cO,(12h) 3% vl =]als]ls]=]s]s[s]sn]s]x
B : Nombre de Période d'exposition
cellule
S4 S8 S12 S16 S20
Elxposmons,de post | med | ant | post|med | ant | post| med| ant | post| med | ant | post| med | ant
ongue durée
Pyridine (50 ppm) = N = = N N = N N = N = = N =
Toluéne (260 ppm) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Période d'exposition Période de post expositon
S2 S4 S6 S8
| cO,(12h) 3% Al=|=|alalalalalalala]a

Figure 85: Récapitulatif des résultats histologiques obtdarssdes expositions de longue durée en
fonction des zones de I'épithélium olfactif (pogtére, médiane, antérieure).
A : épaisseutB : nombre total de cellules de I'épithélium olfécti

Les résultats histologiques mesurés sur les zomégplthélium olfactif indiquent que les
expositions de longue durée affectent I'épaisséde @mombre total de cellules dans les
trois zones définies (postérieure, médiane et i@leE).

Les cinétiques de nombre de cellules et d’épaisdeufrépithélium olfactif suivent la
méme évolution pour chacune des zones lors ded&tipn au toluéne, alors gu’elles
différent lors des expositions a la pyridine et@,(12h). En effet, 'augmentation de
I'épaisseur de I'épithélium olfactif lors de I'exgiion a la pyridine est associée a une
diminution du nombre total de cellules, en parimutlans les zones médiane et antérieure
de I'épithélium olfactif. L’'épaisseur de I'épithém olfactif diminue dans les trois zones
définies dés le milieu de I'exposition au &T2h), et en paralléle, une augmentation du

nombre total de cellules et mesurée dans leszavies de I'épithélium olfactif.
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Partie 4 : Mesures immunohistochimiques sur I’épithélium
olfactif principal de souris soumis a une exposition a des

polluants.
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|- Expositions de courte durée

1-1- Exposition a I'acétone

Les résultats sont présenteés figure 86 (lllustratibA, p136). LANOVA montre un effet
semaine non significatif pour le nombre de neuroakactifs matures, marqués par
'OMP, et significatif pour le nombre de cellules éivision, marquées par le PCNA
[F(4,36)= 24,495; p<0,0001].

80 180

70 - + 160
T 140
T 120

-+ 100

(pour 1000 pm3)
a1
o

Nombre de cellules PCNA-
positives (pour 500 pm)

w
S
\
\
\

\
o
o

Nombre de cellules OMP-positive

Exposition Post exposition
20 < : > 4 : ». 40
T S2 S4 S6 S8
Semaines

PCNA S2 S4 S6 S8
T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 ns

S2 ns ns <0,0001

S4 ns |<0,0001

S6 <0,0001

Figure 86: Courbes indiguant I'évolution du nombre de ceBulBMP-positives pour une surface
de 1000 umz2 et du nombre de cellules PCNA-posities une longueur de 500 um, avant (T),
pendant (S2 et S4) et apres (S6 et S8) I'exposititecétone. Le tableau correspond aux résultats
post hoandiquant les différences significatives ou nggndicatives (ns) pour le nombre de
cellules PCNA-positives en fonction des semaines.
Neurones olfactifs matures

Le nombre de cellules OMP-positives ne varie pamifsicativement au cours de
I'expérimentation.

Cellules en division

Dés la deuxieme semaine d’exposition (S2), le nemibe cellules PCNA-positives
diminue significativement. Ce nombre reste relatieat constant en fin d’exposition (S4)
et jusqu’en milieu de période post exposition (Sbaugmente significativement en fin
d’expérimentation (S8) pour retourner a des valgroches de celles mesurées avant
I'exposition (T).
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1-2- Exposition a la pyridine

Les résultats sont présentés figure 87 (lllustratibB, p136). L'ANOVA montre un effet
semaine significatif pour le nombre de neuroneaatifis matures, marqués par 'TOMP
[F(4,36)=16,896 ; p<0,0001] et le nombre de cediida division, marquees par le PCNA
[F(4,36)=28,897 ; p<0,0001].

80 180
Exposition Post exposition

> < p- 160

//{\\‘\i————{

A

~
o
|
T

T 140

D
o
|
T

4 + 120

Ve
%/
7

T 100

Nombre de cellules OMP-positive
(pour 1000 pm2)
g
Nombre de cellules PCNA-
positives (pour 500 pm)

30 + ? 1 60
20 f f f f 40
T S2 S4 S6 S8
Semaines

OMP S2 S4 S6 S8 PCNA S2 S4 S6 S8
T 0,0009 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 0,0025 | 0,0322 ns S2 ns ns ns
S4 ns ns S4 ns ns
S6 ns S6 ns

Figure 87: Courbes indiquant I'’évolution du nombre de ceBulMP-positives pour une surface

de 1000 umz2 et du nombre de cellules PCNA-posities une longueur de 500 um, avant (T),

pendant (S2 et S4) et apres (S6 et S8) I'exposdtilanpyridine. Les tableaux correspondent aux

résultatgpost hodndiquant les différences significatives ou ngmgicatives (ns) pour le nombre
de cellules OMP-positives et le nombre de cellIENA-positives en fonction des semaines.

Neurones olfactifs matures

Le nombre de cellules OMP-positives augmente smatifement jusqu’en fin
d’exposition (S4). Il se stabilise ensuite pendamiériode post exposition (S6/S8). En fin
d’expérimentation (S8), le nombre de cellules OMBHves est trés supérieur aux valeurs
mesurées avant I'exposition (T).

Cellules en division

Deés la deuxiéme semaine d’exposition (S2), le nendar cellules PCNA-positives chute

significativement. Il se stabilise ensuite a ceealy jusqu’en fin d’expérimentation (S8).
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1-3- Exposition au CQ (5h)

Les résultats sont présentés figure 88 (lllustnatibC, p136). LANOVA montre un effet
semaine significatif pour le nombre de neuroneaatifis matures, marqués par 'TOMP
[F(4,36)=27,269 ; p<0,0001] et le nombre de cediida division, marquees par le PCNA
[F(4,36)=9,308 ; p<0,0001].

80 180

2 + 160

270+ <

: //j__‘_‘{\\\ L1085

zEo0 ) -7 1 %3S

o= Q0

0w +120 2 5

5350+ 88

B 1100 3 g

8240+ 52

o +80 €3

S S a

E 30+ z

z Exposition Post exposition 60

20 < 1 > < 1 > 40
T S2 s4 S6 S8
Semaines
OMP S2 S4 S6 S8 PCNA S2 S4 S6 S8

T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0002
S2 0,0021 | 0,0007 ns S2 ns ns ns
S4 ns ns S4 ns ns
S6 ns S6 ns

Figure 88: Courbes indiguant I'évolution du nombre de ceBulBMP-positives pour une surface
de 1000 pmz2 et du nombre de cellules PCNA-posities une longueur de 500 um, avant (T),
pendant (S2 et S4) et aprés (S6 et S8) I'expositin@Q(5h). Les tableaux correspondent aux
résultatgpost hodndiquant les différences significatives ou namgicatives (ns) pour le nombre
de cellules OMP-positives et le nombre de cellENA-positives en fonction des semaines.

Neurones olfactifs matures

Des la deuxieme semaine d’exposition (S2), le nembte cellules OMP-positives
augmente significativement, cette augmentationosgspit jusqu’en fin d’exposition (S4).
Durant la phase post exposition (S6/S8), ce nomérstabilise et reste significativement
supérieur aux valeurs mesurées avant I'exposifigpn (

Cellules en division

Le nombre de cellules PCNA-positives diminue sigativement a la deuxieme semaine
d’exposition (S2). Ce nombre reste ensuite consgantrés inférieur aux valeurs du

mesurées avant I'exposition (T).
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A. Exposition a I'acétone

T

lllustration 111 : Marquages immunohistochimiques des neuronestifffanatures
par 'OMP (en vert) et des cellules basales enfgration par le PCNA (en rouge).
Grossissement x40.
A : Exposition a I'acétone
B : Exposition a la pyridine 136
C : Exposition au C&(5h)




I1- Expositions de longue durée

2-1- Exposition a la pyridine

Les résultats sont présentés figure 89 (lllustnaiv A, p140). LANOVA montre un effet

semaine significatif pour le nombre de neuroneaatifis matures, marqués par 'TOMP
[F(5,45)=13,951 ; p<0,0001] et le nombre de cediida division, marquées par le PCNA
[F(5,45)=22,45 ; p<0,0001].

80

—=—OMP ——PCNA

180

w Exposition

2 704 < 160

%) = o~

g 5§

— +140 8 =

ST 60 RN R _ ? 3

o= == % - 25

29 +120 2 5

59 50T g g

8 3 + 100 S §

3240+ 5=

o +80 £ 3

S S a

g pd

5§ 30+ + 60

pd

20 Il Il Il Il Il 40
T S4 S8 S12 S16 S20
Semaines

T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
s4 00483 | ns | 00372 | ns S4 ns ns ns ns
S8 ns ns ns S8 ns ns ns
S12 ns ns S12 ns ns
S16 ns S16 ns

Figure 89: Courbes indiquant I'évolution du nombre de ceBulMP-positives pour une surface
de 1000 pm? et du nombre de cellules PCNA-posifpes une longueur de 500 um, avant (T) et
pendant (S4 a S20) I'exposition & la pyridine. taddeaux correspondent aux résultatst hoc
indiquant les différences significatives ou nomgigatives (ns) pour le nombre de cellules OMP-
positives et le nombre de cellules PCNA-positivegomction des semaines.
Neurones olfactifs matures

Le nombre de cellules OMP-positives augmente sgatifement des la quatrieme

semaine d’exposition (S4), diminue légérement audaiéme semaine d’exposition (S8)

puis reste constant a ce niveau jusqu’en fin d’erpntation.

Cellules en division

A la quatriéme semaine d’exposition (S4), le nondeecellules PCNA-positives diminue

significativement, puis reste constant a ce niveagu'a la fin de période d’exposition

(S20).
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2-2- Exposition au toluéne

Les résultats sont présentes figure 90 (lllustralib B, p140). LANOVA montre un effet
semaine significatif pour le nombre de neuroneaatifis matures, marqués par 'TOMP
[F(5,45)=21,111 ; p<0,0001] et le nombre de cediida division, marquées par le PCNA
[F(5,45)=19,637 ; p<0,0001].

80 180

& r 160

. 4

~
o
|
T

/P——’{\\\\ ///
/ \%————%

/ T 120

T 140

o))
o
|
T

-+ 100

(pour 1000 pm3)
a1
o
Nombre de cellules PCN/
positives (pour 500 pm)

Nombre de cellules OMP positive

Exposition

\4

T S4 S8 S12 S16 S20
Semaines

40

OomP S4 S8 S12 S16 S20 PCNA | S4 S8 S12 S16 S20

T |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 T |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

S4 ns | 0,028 | 0,483 | 0,0477 || sa ns ns ns ns

S8 0,0161 | 0,0269 ns S8 ns ns ns

S12 ns 0,0007 sS12 ns ns

S16 0,0016 S16 ns

Figure 90: Courbes indiquant I'’évolution du nombre de ceBulMP-positives pour une surface
de 1000 um?2 et du nombre de cellules PCNA-positdes une longueur de 500 um, avant (T) et
pendant (S4 et S20) I'exposition au toluene. Lbketux correspondent aux résulipdst hoc
indiquant les différences significatives ou nomgigatives (ns) pour le nombre de cellules OMP-
positives et le nombre de cellules PCNA-positivegomction des semaines.
Neurones olfactifs matures

Le nombre de cellules OMP-positives augmente sgaiifement a la quatrieme semaine
d’exposition (S4), ne varie pas jusqu’a la huitieseeaine d’exposition (S8), puis diminue
significativement aux douziémes et seiziemes sessaird’exposition. En fin
d’expérimentation (S20), ce nombre augmente siatitement et devient tres supérieur
aux valeurs mesurées avant I'exposition (T).

Cellules en division

Des la quatrieme semaine d’exposition (S4), le mende cellules PCNA-positives chute
significativement, puis reste constant a ce nivaawours de I'expérimentation avec des

valeurs inférieures a celles mesurées avant I'epogT).
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2-3- Exposition au CQ (12h)

Les résultats sont présenteés figure 91 (lllustralib C, p140). LANOVA montre un effet
semaine significatif pour le nombre de neuroneaatifis matures, marqués par 'TOMP
[F(4,36)=18,724 ; p<0,0001] et le nombre de cediida division, marquées par le PCNA
[F(4,36)=17,841 ; p<0,0001].

80 - 180
v Exposition Post exposition
2 0l - 160
%) = ~
g 5§
o~ -140 & =
=g 607 » S
o= L mn
29 120 2 5
5850 £8
85 -100 8 ¢
2840+ g2
o -80 €9
S S o
§ 30+ + 60 i
=z
20 | | | | 40
T S2 S4 S6 S8
Semaines
OMP S2 S4 S6 S8 PCNA S2 S4 S6 S8
T <0,0001 | <0,0001 | 0,0395 ns T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 ns 0,0052 | <0,0001 S2 ns ns ns
S4 0,0412 | 0,0013 S4 ns ns
S6 ns S6 ns

Figure 91: Courbes indiguant I'évolution du nombre de ceBulBMP-positives pour une surface
de 1000 umz2 et du nombre de cellules PCNA-posities une longueur de 500 um, avant (T),
pendant (S2 et S4) et apres (S6 et S8) I'exposion(12h). Les tableaux correspondent aux
résultatgpost hodndiquant les différences significatives ou ngmgicatives (ns) pour le nombre
de cellules OMP-positives et le nombre de cellENA-positives en fonction des semaines.

Neurones olfactifs matures

Le nombre de cellules OMP-positives augmente sggiifement en milieu d’exposition
(S2), puis diminue pendant la période post exposif56/S8). En fin d’expérimentation
(S8), ce nombre est proche des valeurs mesuréaslaxgosition (T).

Cellules en division

Des la deuxieme semaine d’exposition (S2), le nemibe cellules PCNA-positives
diminue significativement puis reste constant endfé période d’exposition (S4) et durant
la période post exposition (S8). En fin d'expéritagion (S8), ce nombre reste

significativement inférieur aux valeurs mesuréemal’exposition (T).
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A. Exposition a la pyridine (5 mois)

B. Exposition au toluene (5 mais)

lllustration 1V : Marquages immunohistochimiques des neuronestiiffanatures par
I'OMP (en vert) et des cellules basales en pradtién par le PCNA (en rouge).
Grossissement x40.
A : Exposition a la pyridine (5 mois)
B : Exposition au toluene (5 mois)
C : Exposition au C&(12h)
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I11- Récapitulatif

La figure 92 récapitule les résultats des mesumamunohistochimiques réalisées en
fonction des différents produits d’exposition, ativant la durée d’exposition. Les
augmentationsd), les diminutions {) ou les stabilisations=f du nombre de cellules
OMP-positives et du nombre de cellules PCNA-posgtidans I'épithélium olfactif sont

indiquées par rapport aux valeurs mesurées aexgdsition (T).

Période d'exposition Période de post exposition

S2 S4 S6 S8
EXPOS'“SEfé‘ie courte | oMp | PCNA | OMP | PCNA | OMP |PCNA | OMP | PCNA
Acétone (7500 ppm) = A = A = N = =
Pyridine (3600 ppm) 2 N 2 A 2 N 2 N
CO, (5h) (3%) 2 N 2 N 2 N A N
Expositions de longue

durée
CO, (12h) (3%) 2 N 2 N 2 N ~ N
Période d'exposition

S4 S8 S12 S16 S20
Pyridine (50 ppm) 2 N 2 N 2 N 2 N 2 N
Toluéne (260 ppm) 2 A 2 A 2 A 2 N 2 N

Figure 92: Récapitulatif des résultats immunohistochimiquear@uages a 'OMP et au PCNA de
I'épithélium olfactif) obtenus lors des expositiahes courte durée et des expositions de longue
durée.

Expositions de courte durée

Les résultats montrent une atteinte des celluleslba en prolifération pour les trois
molécules testées en courte durée soit 'acétangyridine et le Cgf5h). En effet, dés la
deuxieme semaine d’exposition (S2), une diminus@nificative du nombre de cellules
PCNA-positives est observée, cette baisse se pblosude la période de post-exposition,
indiquant un effet durable de I'exposition a I'am#, a la pyridine et au GBh) sur la
prolifération cellulaire. En paralléle, alors qeenlombre de neurones olfactifs matures ne
varie pas au cours de I'expérimentation a l'acétame augmentation significative de ce

nombre est mesuré lors de la période d’exposititen gyridine et au Cgi5h). Dans les
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deux cas, cette augmentation est suivie d’'une Istaion lors de la période de post

exposition.

Expositions de longue durée

Les résultats montrent des modifications compasatile nombre de cellules basales en
prolifération et du nombre de neurones olfactifgures lors des expositions a la pyridine
et au toluéne. La dynamique d’évolution du nomteeellules basales en prolifération est
également similaire a celle des deux solvantsderkexpérimentation au GQ12h) sur les
huit premieres semaines. En revanche, le nombrenedgones olfactifs matures est
comparable au valeurs mesurées avant I'expositiorfire d’expérimentation lors de

I'expérimentation au Cg12h).
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Partie 5 : Effets de I’exposition a des polluants sur le systéme
olfactif accessoire de la souris :
mesures histologiques sur I’organe voméronasal
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I- Expositions de courte durée

1-1- Exposition a I'acétone

a/ Epaisseur et nombre de cellules dans la zone nigte de I'épithélium
de I'organe voméronasal (cellules matures)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poure Inombre total de cellules
[F(4,72)=7,07 ; p=0,0006] et pour I'épaisseur madigF(4,72)=38,738 ; p<0,0001]

(Figure 94).

35

30 A

25 A

20 A

nombre de cellules (pour 1000 pum

Exposition Post exposition
15 < > < >
T S2 sS4 S6 S8
semaines
140 A
5120
£ 100 -
3
€
3 801
W60 A
40
T S2 sS4 S6 S8
Semaines
Cellules S2 s4 sS6 S8 Epaisseur S2 sS4 S6 ss
T 0,0003| ns [0,0492| ns T <0,0001|<0,0001| ns ns
S2 <0,0001| 0,02 |0,0005 22 0,0008 [<0,0001 [ <0,0001
S4 0,0077 | ns 4 0,0007 |<0,0001
S6 0,0133
S6 ns

Figure 94: Courbe indiquant I'évolution du hombre total déudes (pour une surface de 1000 umg2) et
de I'épaisseur dans la partie médiane de I'épithélile I'organe voméronasal en fonction des semaines

avant (T), pendant (S2 et S4) et aprés (S6 et&g)dsition a I'acétone. Les tableaux présentest le
résultatspost-hocmontrant les différences significatives ou nomsigatives (ns) entre les mesures.

Au milieu de I'exposition a I'acétone (S2), le nomlae cellule augmente fortement, puis

diminue en fin d’exposition (S4). Aprés l'arrét dexposition (S6), une augmentation

significative du nombre total de cellules apparkit. fin de période de post-exposition
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(S8), le nombre de cellule est similaire a celusané avant I'exposition (T). L'épaisseur

médiane de I'épithélium voméronasal diminue eneuili’exposition (S2) puis augmente

progressivement en fin d’exposition (S4) et lorslal@ériode de post-exposition (S6/S8)

pour retrouver des valeurs comparables a cellesinées avant I'exposition (T) en fin de

période de post-exposition

b/ Epaisseur de I'épithélium de I'organe voméronadalans les zones de
prolifération cellulaire (zones supérieure et inféieure)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poued deux épaisseurs [supérieure :
F(4,72)=22,919 ; p<0,0001] et inférieure [F(4,78)272; p=0,0001] (Figure 93,

illustration VA, p152). Au cours de I'expositionl'acétone, une diminution significative

des épithéliums inférieur et supérieur apparaifiend’exposition (S4). Des l'arrét de

I'exposition a I'acétone, les épaisseurs augmergent retrouver leur niveau initial en fin

de période de post-exposition (S8).

140 -

@
o
I

—

€ 120 Supérieure S2 S4 S6 S8
= T <0,0001 | <0,0001 | 0,0277 ns
2 1007 S2 0,0136 | 0,0141 |<0,0001
3 S4 <0,0001 | <0,0001
2 % S6 ns
&
& 60 . iy
Exposition Post exposition
+————r¢—>
40 ‘ | ‘ : ‘
T s2 s4 S6 s8
Semaines
140 -
= Inférieure S2 S4 S6 S8
5 1207 T ns_|<0,0001| ns ns
e 0] S2 0,0005 | ns ns
2 S4 0,0007 | <0,0001
s S6 ns
&

[<2]
o
I

40

T S2 S4 S6 S8
Semaines

Figure 93: Courbes indiquant I'évolution des épaisseurs (em gupérieure et inférieure de
I'épithélium del’'organe voméronasal en fonction des semaines gugnipendant (S2 et S4) et
apres (S6 et S8) I'exposition & I'acétone. Lesdalk situés a droite des courbes correspondent aux
résultatspost hocindiquant les différences significatives ou nogngficatives (ns) entre les

mesures.
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1-2- Exposition a la pyridine

a/ Epaisseur et nombre de cellules dans la zone nigdge de I'épithélium
de I'organe voméronasal (cellules matures)

L’ANOVA montre une effet semaine significatif poue nombre total de cellules
[F(4,72)=4,912 ; p=0,0033] et I'épaisseur [F(4,72528 ; p=0,0138] (Figure 96). Le
nombre de cellules reste stable pendant la péribebeposition (S2/S4) puis diminue
significativement apres l'arrét de I'exposition a pyridine (S6/S8). L'épaisseur de
I'épithélium voméronasal diminue également de faswmnificative lors de la période
d’exposition (S2/S4) puis retrouve des valeurs canaiples a celles mesurées avant

I'exposition (T) lors de la période de post-exposit(S6/S8).

35

30 A

25 A

20 A

nombre de cellules (pour 1000 pum

Exposition Post exposition

A
v
A

T S2 S4 S6 S8
semaines

140 4

g 120
£ 1001
3
E
g % }\%’/i/%\{
L 60 -
40 : ; : ‘
T s2 sS4 S6 S8
Semaines
Cellules S2 S4 S6 S8 Epaisseur S2 S4 S6 S8
T ns ns 0,0312 ns T 0,014 | 0,0296 ns ns
S2 ns 0,0009 | 0,0167 S2 ns 0,0096 ns
S4 0,0016 | 0,0303 S4 ns ns
S6 ns S6 ns

Figure 96: Courbe indiquant I'évolution du nombre de cellufesur une surface de
1000 pum3) et de I'épithélium dans la partie médida&épithélium de I'organe
voméronasal en fonction des semaines avant (TYgmerfS2 et S4) et apres (S6 et
S8) I'exposition a la pyridine. Le tableau présdaterésultatgpost hoanontrant les
différences significatives ou non significatives)entre les mesures. 146



b/ Epaisseur de I'épithélium de I'organe voméronadalans les zones de

prolifération cellulaire (zones supérieure et inféieure)

L’ANOVA ne montre pas d’effet semaine significafifour I'épaisseur inférieure de
'organe voméronasal [F(4,72)=2,199 ; p=0,0843pyre 95, illustration VB, p152). En

revanche, L’ANOVA montre un effet semaine signifitgoour I'épaisseur supérieure

[F(4,72)=12,66 ; p<0,0001]. Lors de I'exposition la pyridine, une diminution de

I'épaisseur supérieure est mesurée en fin de pedkposition. Durant la période de post

exposition (S6/S8), I'épaisseur supérieure resis fdible que les valeurs mesurées avant

I'exposition (T).

140 -

=
N
o

£
=3
& Supérieure |  S2 S4 S6 S8
g 100 T 0,0001 |<0,0001 [ <0,0001 | 0,0006
E S2 0009 | ns ns
2 807 S4 0,0254 | 0,0021
T S6 ns
w 60 -
Exposition Post exposition
40 T T T T ] 1
T S2 S4 S6 S8

Semaines

140 -

=

N

o
I

[y

o

o
I

;\}\{/P\;

@
o
I

Epaisseur inférieure (en pm)

[<2]
o
I

40 T T T T
T S2 S4 S6 S8
Semaines

Figure 95: Courbes indiquant I'évolution des épaisseurs (@) gupérieure et inférieure de

I'épithélium de I'organe voméronasal en fonctiols demaines avant (T), pendant (S2 et S4) et

apres (S6 et S8) I'exposition a la pyridine. Ldddaux situés a droite des courbes correspondent
aux résultatpost-hocndiquant les différences significatives ou nagndéficatives (ns) entre les

mesures.
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1-3- Exposition au toluene

a/ Epaisseur et nombre de cellules dans la zone nigdge de I'épithélium
de I'organe voméronasal (cellules matures)

L’ANOVA ne montre pas d'effet semaine significapbur le nombre total de cellules
[F(4,72)=2,087 ; p=0,1049], mais un effet semaingniBcative pour ['épaisseur
[F(4,72)=74,499, p<0,0001] (Figure 98). L’épaissede I'épithélium de [l'organe
voméronasal diminue significativement en milieuxghesition (S2) puis augmente en fin
d’exposition (S4) et jusqu’en milieu de périodepdst exposition (S6). En fin de période
de post-exposition (S8), I'épaisseur médiane egtérseure a celle mesurée avant
I'exposition (T).

35

30

25 A

20

nombre de cellules (pour 1000 pm

Exposition Post exposition
15 — —— =
T S2 S4 S6 S8
semaines
140 -
g 120
S Epaisseur S2 S4 S6 S8
£ 100 - T <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
§ S2 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
3 80 sS4 <0,0001| ns
é S6 0,0059
w 60 -
40 | | ; ;
T s2 sS4 S6 s8

Semaines

Figure 98: Courbe indiquant I'évolution du nombre de cellufesur une surface de 1000 um?)
et de I'épaisseur (en um) dans la partie médian@pi¢ghélium de I'organe voméronasal en
fonction des semaines avant (T), pendant (S2 e¢tS#res (S6 et S8) I'exposition au toluene.
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b/ Epaisseur de I'épithélium de I'organe voméronadadans les zones de
prolifération cellulaire (zones supérieure et inféreure)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poued deux épaisseurs [supérieure :
F(4,72)=56,628, p<0,0001 ; inférieure : F(4,72)288, p<0,0001] (Figure 97, illustration
VC, p152). En milieu d’exposition au toluene (SBpe diminution significative de
I'épaisseur de I'épithélium de I'organe voméronasstlobservée pour les deux zones. Dés
la fin de I'exposition (S4), I'épaisseur supérietg&rouve des valeurs comparables a celles
mesurées avant I'exposition (T). Au cours de ldguker de post-exposition (S6/S8), elle
diminue progressivement, avec des valeurs infégarcelles mesurées avant I'exposition
(T). L'épaisseur inférieure augmente significatiwsr en fin d’exposition (S4) puis se
stabilise au cours de la période de post-exposii@BiS8). En fin de période de post-
exposition (S8), elle est supérieure a celle mesavant I'exposition (T).

140 -

E 120
3 Supérieure S2 S4 S6 S8
%1007 T <0,0001 ns 0,0015 |<0,0001
z& S2 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
% 80 1 S4 ns 0,0041
4 S6 ns
& 60 - iy
Exposition Post exposition
+“—————r4¢+—>
40 ‘ : ‘ : ‘
T s2 s4 S6 s8
Semaines
140 -
_ Inférieure S2 S4 S6 S8
51207 T |<0,0001 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001
iloo— S2 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
2 S4 ns ns
< s0- S6 ns
2
&
& 601
40 ‘ ‘ ‘ ;
T s2 s4 s6 s8

Semaines

Figure 97: Courbes indiguant I'évolution des épaisseurs (@h supérieure et inférieure de
I'épithélium de I'organe voméronasal en fonctios demaines avant (T), pendant (S2 et S4) et
apres (S6 et S8) I'exposition au toluéne. Les tablesitués a droite des courbes correspondent aux
résultatgpost hodandiquant les différences significatives ou nagngicatives (ns) entre les
mesures.
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1-4- Exposition au CQ (5h)

a/ Epaisseur et nombre de cellules dans la zone niggle de I'épithélium

de I'organe voméronasal (cellules matures)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poure Inombre total de cellules
[F(4,72)=12,57 ; p<0,0001] et I'épaisseur [F(4,72);501 ; p<0,0001] (Figure 100). Des

le milieu de I'exposition au C£XS2), le nombre de cellules augmente significatieet. Il

diminue ensuite en fin de période d’exposition (Bdis reste constant a ce niveau durant

la période de post exposition (S6/S8). L'épaisskutépithélium voméronasal augmente

significativement fin d’exposition (S4) et en milide période de post exposition (S6), puis

diminue en fin de période de post-exposition (SB)rpevenir a des valeurs comparables a

celles mesurées avant I'exposition (T).
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3
£
3 801
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T s2 s4 s6 s8
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Cellules| S2 S4 S6 S8 Epaisseur S2 S4 S6 S8
T <0,0001| ns ns ns T ns 0,0001 | <0,0001 ns
S2 0,0002 |<0,0001 | 0,0001 sS2 0.0001 | <0.0001 ns
22 ns ns S4 0,0002 | 0,007
ns S6 <0,0001

Figure 10C: Courbe indiquant I'évolution du nombre de cellyjesur une surface de 1000 pmg?) et
I'épaisseur (en um) dans la partie médiane detliépum de I'organe voméronasah fonction des

semaines avant (T), pendant (S2 et S4) et aprést(S8) I'exposition au CQ5h). Le

tableau présente les résultgtsst hoamontrant les différences significatives ou nom#igatives

(ns) entre les mesures.
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b/ Epaisseur de I'épithélium de I'organe voméronadadans les zones de
prolifération cellulaire (zones supérieure et inféreure)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poued deux épaisseurs [supérieure :

F(4,72)=31,592, p<0,0001; inférieure: F(4,72)=798 ;

p<0,0001]

(Figure 99,

illustration VD, pl152). L'épaisseur supérieure dioe pendant la période d’exposition

(S2/S4), tandis que I'épaisseur inférieure augmEpdg et reste élevée pendant la période

de post exposition (S6/S8). En fin de période det-pgposition (S8), I'épaisseur

supérieure est plus faible que celle mesurée deatd@but de I'expérimentation (T).
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E 120 + L.
= Supérieure S2 S4 S6 S8
e | T <0,0001|<0,0001| ns |<0,0001
:i‘;; S2 0,0054 | 0,0001 ns
? 0 S4 <0,0001 [ 0,0482
4 S6 <0,0001
L% 60 - . .
Exposition Post exposition
40 < ‘ =‘1 ‘ >
T S2 S4 S6 S8
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E 120 Inférieure S2 S4 S6 S8
& T ns |<0,0001 |<0,0001 | <0,0001
(4]
3 1007 S2 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
£ sS4 0,0166 |<0,0001
3 S6 <0,0001
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40 T T T T
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Figure 99: Courbes indiguant I'évolution des épaisseurs (@h supérieure et inférieure de

I'épithélium de I'organe voméronasal en fonctios demaines avant (T), pendant (S2 et S4) et
apres (S6 et S8) I'exposition au £@Bh). Les tableaux situés a droite des courbegspondent
aux résultatpost hodndiquant les différences significatives ou nagnfficatives (ns) entre les

mesures.
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A. Exposition a I'acétone

PR P RGN
.‘ ‘R\Jﬁ«

lllustration V_: Aspect histologique de I'épithélium de I'orgar@méronasal
des souris avant (T), pendant (S2/S4) et apre$S836£xposition a un polluant.
Coloration nucléaire a 'hématoxyline de Harriso&issement x20.
A : Exposition a I'acétone
B : Exposition a la pyridine
C : Exposition au toluéne
D : Exposition au C@(5h) 152



Il1- Exposition de longue durée : exemple du Ce(12h)

a/ Epaisseur et nombre de cellules dans la zone niggle de I'épithélium
de I'organe voméronasal (cellules matures)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poure Inombre total de cellules
[F(4,72)=8,727 ; p=0,0002] et pour I'épaisseur [FP=35,405 ; p<0,0001] (Figure 102).
L’évolution du nombre de cellules dans I'épithéliden 'organe voméronasal suit la méme
dynamique que pour I'exposition au €Bh). En effet, le nombre de cellule augmente
rapidement en milieu d’exposition (S2), puis dingren fin d’exposition (S4). Il retrouve
son niveau initial au cours de la période post sipm (S6 et S8). L'épaisseur de
I'épithélium voméronasal diminue lors de [I'expasiti (S2/S4) puis augmente

significativement lors de la période de post-eximsi(S6/S8).
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15 - V‘ - »
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Cellules S2 S4 S6 S8 Epaisseur S2 S4 S6 S8
T 0,0002 ns ns ns T 0,0034 | <0,0001 ns 0,008
S2 0,008 |<0,0001 0,0011 S2 <0,0001 | 0,0083 |<0,0001
2;‘ 00254 | ns S4 <0,0001 | <0,0001
ns S6 0,0033

Figure 10z: Courbe indiguant I’évolution du nombre de celllgsur une surface de
1000 um3) dans la partie médiane de I'épithéliuniatgane voméronasal en fonction des
semaines avant (T), pendant (S2 et S4) et aprest(S8) I'exposition au C{Q12h). Le
tableau présente les résultgitsst hoanontrant les différences significatives ou non 153
significatives (ns) entre les mesures.



b/ Epaisseur de I'épithélium de I'organe vomeéronadadans les zones de
prolifération cellulaire (zones supérieure et inféreure)

L’ANOVA montre un effet semaine significatif poued deux épaisseurs [supérieure :
p<0,0001] (Figure 101,

illustration VI, pl55). L'épaisseur supérieure dmme significativement en milieu

F(4,72)=62,605; p<0,0001; inférieure: F(4,72)4A@4 ;

d’exposition (S2) tandis que I'épaisseur inférieteste stable. En fin d’exposition (S4),

I'épaisseur inférieure diminue alors que I'épaisssupérieure se stabilise. Lors de la

période post exposition (S6, S8), les deux épaisssuivent la méme évolution et

augmentent significativement. En fin de période piest-exposition (S8), I'épaisseur

inférieure est significativement plus élevée queMaleurs mesurées avant I'exposition (T)

alors que I'épaisseur supérieure reste signifieatient plus faible.
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Figure 101: Courbes indiquant I'évolution des épaisseurs (@h superieure et inférieure de

I'épithélium del’organe voméronasal en fonction des semaines g¥anpendant (S2 et S4) et
apres (S6 et S8) I'exposition au g@2h). Les tableaux situés a droite des courbesgmondent
aux résultatpost hodndiquant les différences significatives ou naggnfficatives (ns) entre les

mesures.
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lllustration VI : Aspect histologique de I'épithélium de I'orgar@méronasal des souris
avant (T), pendant (S2/S4) et apres (S6/S8) I'etipasau CQ (12h). Coloration nucléaire
a I'hématoxyline de Harris. Grossissement x20.
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I1l- Récapitulatif

La figure 103 récapitule les résultats obtenus bes différentes expérimentations de

courte et de longue durée. Les augmentatid)slés diminutions ¥) ou les stabilisations

(=) de I'épaisseur et du nombre de cellules dansolze zanédiane de I'épithélium de

I'organe voméronasal sont indiquées par rapport\aleurs mesurées avant I'exposition

(M.
Zone médiane Période d'exposition Période post exposition
S2 S4 S6 S8

Expositions de courte Nombre Nombre Nombre Nombre

durée Epaisseur de Epaisseur de Epaisseur de Epaisseur de

cellules cellules cellules cellules

Acétone (7500 ppm) A | A = =~ 2 = =~
Pyridine (3600 ppm) A = A = = A = =
Toluene (1000) ppm N = 2 = 2 = 2 =
C02 (5h) (3%) = 7 7 = 7 = = =
Exposition de longue

durée
CO,(12h) (3%) A 2 N = = = 2 ~

Figure 103: Récapitulatif des mesures histologiques réalidées la partie médiane (épaisseur et
nombre de cellules) de I'épithélium de I'organe ¥oamasal des souris
lors des expositions de courte et de longue durées.

Les résultats mettent en évidence des modificatitendensité cellulaire et de I'épaisseur
de I'épithélium vomeéronasal en fonction des duréésdes molécules d’exposition.

Cependant, ces atteintes sont transitoires calinedef période de post-exposition, les
valeurs histologiques retrouvent les valeurs preate celles obtenues avant I'exposition
(T),

vomeéronasal. Il faut également noter que la durérpdsition semble jouer un réle sur

indiguant une récupération totale de lintégride [I'épithélium de I'organe

I'évolution de I'épaisseur et non sur la densitéutare. En effet, I'étude menée sur le
CO, avec deux durées d’exposition montre que si lessépurs varient difféeremment,
I’évolution du nombre de cellules suit la méme tigée dans le cas de I'exposition & 5h et
a 12h. De plus, les modifications d’épaisseur dasszones supérieure et inférieure sont
corrélées avec une modification de la régénératefulaire, puisque ces zones
contiennent les cellules progénitrices permettantegénération des cellules sensorielles

(récepteurs voméronasaux 1 et 2).
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L’exposition a l'acétone entraine des modificatiodes trois épaisseurs mesurées
(supérieure, médiane, inférieure), cette évolus@compagnant d’'une augmentation du
nombre de cellules dans la zone médiane en finpd®kon, tandis que I'exposition a la
pyridine n’a pas d’effet sur I'épaisseur inférieal I'épithélium de I'organe voméronasal
et que I'épithélium médian semble peu touché. Cavace I'exposition au toluene, les
mesures moyennes des trois épaisseurs suivent laem&volution au cours de
I'expérimentation dans le sens d’'une augmentali@s. résultats de I'exposition au €O
(12h) indiquent que I'épaisseur des trois zonesmlimconjointement en fin de période de

post-exposition (S4) puis augmente pendant la gérite post-exposition (S6/S8)
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Chapitre III :
Discussion et Perspectives
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Discussion

Conformément aux études toxicologiques menées 'autres systémes physiologiques,
les résultats obtenus dans ce travail de thésereminju’en fonction des molécules
inhalées et des conditions d’exposition, les eftdiservés sur la chimioréception nasale
sont diversifiés. Toutefois, si I'nétérogénéité désultats est importante dans le cas de
'approche comportementale, certaines concordansest enregistrées au niveau
histologique et une bonne homogénéité des donn@aamnohistochimiques est notée.

De facon générale, les résultats obtenus dansfféeedtes expérimentations menées dans
cette these ont permis de confirmer notre prentigpothése de travail, a savoir que les
effets observés sur I'épithélium olfactif dépenddatla molécule d’exposition. De plus,
nous avons pu tester notre deuxieme hypothése miren@u’en fonction de la substance
d’exposition, les effets sur I'épithélium olfacgbnt dose dépendants, comme c’est le cas
pour le toluene par exemple, mais ne l'est pas plaurpyridine. Les mesures
immunohistochimiques nous permettent de réfuterentibisieme hypothése de travail.
Nous avions postulé que I'exposition a une moléevolatile toxique entrainait une perte
de neurones récepteurs olfactifs. Or les mesuraléséés ont révélé au contraire une
augmentation du nombre de neurones matures aeedionmnution du nombre de cellules
basales en division, soulignant ainsi un effet lsuprolifération cellulaire au sein de
I'épithélium olfactif. Enfin, la quatrieme hypotles été confirmée, puisque I'atteinte
cellulaire au niveau de I'épithélium de I'organem&ronasal est moins importante que
celle mesurée dans I'épithélium olfactif, certaieenexpligué en grande partie par le
positionnement anatomique protégé de cet organe.

Sur ces bases, les résultats seront discutés dekontrois approches retenues:

comportementale, histologique et immunohistochimiqu

D’un point de vue comportementaj les tests contrdles réalisés en I'absence d’atxpos

a une substance toxique ne montrent pas d'efféssdila répétition. Ainsi, lorsque des
modifications sont observées dans les tests d’apprévitement lors des expositions, elles
sont majoritairement imputables aux effets de Biation prolongée. Les effets lors de
I'exposition a un polluant étant fortement dépenslate la dose inhalé&éwtonet al,
2002; Katagiriet al, 2000, il est possible que les concentrations utilis#eess ce travail de
thése ne soient peut-étre pas toujours suffisap@s induire des modifications

significatives du comportement approche/évitememroe c’est le cas avec la pyridine,
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par exemple, puisque que les concentrations d'émosie sont pas massives. Dans le cas
contraire, bien que les modifications soient hé&énes tant en ce qui concerne les
molécules utilisées que I'évolution au cours d’'uméme exposition, il apparait que les
modifications comportementales évoluent plutét déssens d’'une augmentation de
I'évitement pour les odeurs testées a caracténglsiegomme c’est la cas par exemple
pour la réponse comportementale vis-a-vis de l@aiors de I'exposition a cette méme
molécule et apparaissent mineures pour I'odeuiirtBulle congénére réputée attractive.
Concernant l'augmentation de [I'évitement vis-a-wisodeurs répulsives en cours
d’exposition, deux explications peuvent étre avascéa premiére concerne le caractere
systématiquement irritant des molécules toxiquéséss qui activent donc le systeme
trigéminal dans la cavité nasale. La persistansestimulations sur ce systéme sensoriel
produit des phénomeénes de sensibilisation (Brad@6Ren lien avec les fonctions d’alerte
et de défense de I'organisme qui pourraient étfeeavre ici. Dans ce cas, les réponses
comportementales adaptatives des animaux ne prégaaedes modifications potentielles
au niveau de I'épithélium olfactif. En revanche skconde explication possible concerne
'augmentation du nombre de neurones olfactifs éqiemment observée en cours
d’exposition - et susceptible de provoquer uneatlén de la réactivité des animaux vis-a-
vis des odeurs testées.

Concernant I'absence d’effet comportemental vissade I'odeur d’'urine, il est désormais
admis que le systéeme olfactif principal et le systéolfactif accessoire participent a une
détection complémentaire des odeurs conspécifieiesnéme d’autres odeurs plus
générales indiguant la présence de nourritureecpample (Kelliher, 2007 ; Sipcat al,
1994 ; Ma, 2007 ; Spehet al, 2006). Par rapport a nos résultats, soit lesteftle
I'inhalation ne sont pas suffisants pour modifierdomportement d’approche/évitement
vis-a-vis de l'urine de congénére, soit si I'un dgstemes est affecté, il est possible que

I'autre puisse « compenser » la perte fonctionnelle

D’'un point de vue tissulaire bien qu’il soit difficile de généraliser les médations
structurales induites par les différentes substnoxiques utilisées, I'épaisseur de
I'épithélium olfactif diminue assez régulierement eours des périodes d’exposition et
tend a retrouver son épaisseur d'origine lors d&soges de post-exposition. Précédent
cette diminution , pour les expositions a la pyraiet au toluéne, une augmentation de
I'épaisseur est d’abord relevée en tout début disitfpn. Cette augmentation initiale de

I'épaisseur est probablement liée & un procesdlanimatoire que des études ultérieures
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utilisant des marqueurs d’inflammation pourraieohfamer. Cette augmentation initiale
ne concerne toutefois pas I'exposition au,CQe méme, en cours d’exposition au L@
nombre de cellules, quel que soit le phénotypel teaugmenter alors qu'’il diminue lors
des expositions a la pyridine et au toluene apnésauwgmentation en début d’exposition,
synchrone avec l'augmentation de I'épaisseur menée précédemment. Les études
menées dans cette thése se sont également ingremsé modifications tissulaires en
fonction des zones — postérieure, médiane et antéri de I'épithélium olfactif. Les
résultats indiquent des variations de I'épaisseéuduenombre de cellules de I'épithélium
olfactif en fonction des zones. Pour les trois expéntations menées sur une courte durée,
on peut remarquer que I'épaisseur des zones méedian@érieure suit la méme évolution
au cours de I'expérimentation. De méme, et le nembtal de cellules de I'épithélium
olfactif varie de facon comparable dans les zonédiame et antérieure. Pour ces deux
parametres, une autre dynamique d’évolution esergbs dans la zone postérieure de
I'épithélium olfactif. Les mesures histologiques par zone de I'épithélilfactif obtenues
dans ce travail de these amenent des conclusiffésedies par rapport a d’autres études
menées avec des solvants et des aldehydes réwplania sévérité des lésions de
I'épithélium olfactif, comme des oedemes ou desimlition de I'épaisseur de I'épithélium
olfactif, suit un gradient antéro-postérieur (Mastlo et al, 1991 ; Abdoet al, 1998 ;
Newtonet al, 2002). En effet, dans ces études, il est manteéles Iésions entrainées par
I'inhalation d’agents xénobiotiques sont majorgégirau niveau de la partie antérieure de
I'épithélium olfactif. Cependant, il a été montrérmles mesures électrophysiologiques que
la zone antérieure, premiere zone de [|'épithéliufactf a étre en contact avec l'air
inspiré, est plus sensible aux molécules hydrophi¢ que la zone postérieure répondait
plus aux molécules hydrophobes (Saettal, 2000 ; Yanget al, 2007). Les solvants
possédant a la fois un caractere hydrophile etphpe, il n'’est donc sans doute pas
surprenant d'observer dans ce travail de thése aitgnte des différentes zones de
I'épithélium olfactif. En revanche, les résultatsmbs études ont révélés des modifications
tissulaires identiques dans les zones médiana@teure de I'épithélium olfactif. On peut
alors émettre I'hypothése que ces deux zones paissade activité métabolique, et donc
des enzymes de biodégradation comparables.. Dewpleédes de nécrose (Abdo et al.,
1998 ; Cruzan et al., 2001) et d’apoptose (Vent2dD4) sont probablement a la base des
pertes cellulaires observées comme cela a déjanétdré sur I'épithélium olfactif de
rongeurs lors de I'exposition a différents solvamtsmme le chloroforme (Larscet al,

1994), I'alcool furfurylique (Irwinet al, 1997) , le méthylisocyanate (Uraéh al, 1987),
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ou encore le perchloroéthylene (Aoki al, 1994). Des études menées avec des gaz
atmosphériques, comme le dioxyde de soufre @fial, 1994), 'ozone (NTP, 1994) ou le
sulfure d’hydrogéne (Brenneman al, 2002), ont également montré des Iésions au mivea
de I'épithélium olfactif. Plus précisément, une esition de 3 heures a 80 ppm de sulfure
d’hydrogéne induit une nécrose de la muqueusetolégoet une exposition aigué a 400
ppm un gonflement mitochondrial dans les neurotfestds et les cellules de soutien. Des
oedémes, des pertes de cils olfactifs et une diimimude I'épaisseur de I'épithélium
olfactif sont observés lors de I'exposition a 20rpge dioxyde de soufre sur une durée de
une a deux heures.

Enfin, il est trés probable que les modificatioristdlogiques observées au niveau de
I'épithélium olfactif soient reliées ou dépendantks modifications touchant les autres
épithéliums présents dans la cavité nasale epithéli squameux, transitionnel et
respiratoire (Morgan, 1991; Aolgt al., 1994 ; Harkemaet al, 1987a, Harkemat al,
1987b) qui n'ont pas fait I'objet d’investigatiodans cette these.

D’'un point de vue phénotypique cellulaire la décroissance du nombre de cellules
basales en division frequemment observée pendapéleodes d’exposition se poursuit en
période de post-exposition. A linverse, une augmgon significative du nombre de
neurones olfactifs matures est généralement obsenwéériode d’exposition — sauf dans
le cas de I'acétone - augmentation qui suivantéespeut, soit se maintenir a ce niveau en
période de post-exposition — dans le cas du tolugeda pyridine et du CQOen courte
exposition - soit décroitre, dans le cas de I'ekfmoslongue durée au GOL’évolution
inverse du nombre de cellules basales en divisi@lue@ombre de neurones matures peut
paraitre paradoxale. L'explication la plus probakkt que les effets produisent des
modifications cellulaires tres précoces et quailes mesures effectuées lors de la
deuxieme semaine d’exposition (S2, en courte eipa¥iou lors de la quatrieme semaine
d’exposition (S4, en longue exposition) sont lautléd d’une activité mitotique importante
des les premiers jours d’exposition conduisant @ @kévation du nombre de neurones
matures, ce nombre important expliquant alors ibldataux de cellules basales en
division. La conclusion majeure est que l'inhalataes molécules utilisées ne produit pas
d’effets déléteres sur les neurones matures etiekeqque soit la durée d’exposition. Ces
résultats sont a mettre en lien avec les mesumepadementales effectuées pour chaque

type d’exposition. En effet, comme cela a été dgmmécédemment, I'augmentation du
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nombre de neurones olfactifs matures pourrait gupli 'augmentation du comportement
d’évitement des souris vis-a-vis des odeurs répessiestées.

Afin d’'affiner les résultats immunohistochimiquds,marquage d’autres types cellulaires
pourraient étre envisagés, en particulier les leslde soutien, le marquage de ces cellules
pouvant étre réalisé par I'anticorps 1F4 (Pixkyal, 1997) ou les neurones olfactifs
immatures, grace au marqueur GAP43. L’étude desdgk de Bowman, site de forte
activité enzymatique, pourrait également apporesr idformations complémentaires. Il a
en effet été montré que I'exposition a divers cos@sotoxiques, comme le benzéne,
conduisait a une dégénération et une nécrosesldedeg de Bowman (Brittebet al,
1990). Il serait également pertinent de conduiverdies expérimentations sur les facteurs
impliqués dans l'induction, la différentiation et $urvie des neurones récepteurs olfactifs.
Par exemple, il pourrait étre envisagé I'évaluatthnFGF-2 qui stimule la prolifération
des cellules basales globulaires, du Tg2Fqui induit la différentiation de ces cellules en
neurones récepteurs olfactifs, et le PGF qui faeofa survie des neurones récepteurs
olfactifs différentiés (Newmast al, 2000). Des étuden vitro pourraient également étre
réalisées par culture cellulaire. Aprés prélevemest I'épithélium olfactif, puis
dissociation des cellules, et mise en culture, alfuant pourrait étre introduit directement
dans le milieu de culture, des tests de viabiéutaire étant réalisés a différents temps et
différentes concentrations. Une étude de ce gemr@mau Laboratoire de Neurosciences
de Besancon a montré des modifications de la pralibn cellulaire en fonction du temps
et de la concentration en acétate de n-butyle (REr2006, données non publiées). Ces
expérimentations peuvent cependant soulever cegdlifficultés en raison de la faible
solubilité dans I'eau ainsi que la forte pressienvdpeur, deux caractéristiques physico-
chimiques principales de la plupart des composganigues volatiles devant étre prise en
compte lors de la réalisation de testsvitro. Pour éviter ces problemes, de nouvelles
techniques basées sur des expositions statiquestadirde cellules en culture sur des
membranes poreuses dans des « snapwell insertsr»tgster la toxicité des composés
organiques volatiles ont été recemment dévelopfakandet al, 2005) et pourraient

étre applicables aux solvants étudiés dans ceiseth

Au niveau de I'organe voméronasalles résultats des expérimentations menées dées ce
thése mettent en évidence des modifications hgiples avec toutes les molécules
utilisées. Malgré sa position anatomique, des tiaria de I'épaisseur ainsi que du nombre

total de cellules sont enregistrées pour chaqukeigl testé. Ceci démontre I'acces des

163



molécules toxiques au niveau périphérique du systémméronasal, méme si globalement
les modifications paraissent moins conséquentes cglles enregistrées au niveau de
I'épithélium olfactif principal, notamment en ceigncerne la densité cellulaire. Dans la
zone meédiane de I'épithélium de I'organe vomérohasase trouvent les cellules matures,
une diminution du nombre de cellules et de I'épaisgde I'épithélium voméronasal est
systématiquement enregistrée. Les modifications sorersibles puisque ces parameétres
retournent a des valeurs comparables a celles gesarant exposition en fin de période
de post-exposition. Ce n’est pas le cas pour leegzale prolifération cellulaire (zones
supérieure et inférieure), situées aux extrémig$apithélium voméronasal, puisqu’une
une diminution de I'épaisseur est mesurée pendaxpdsition aux différentes molécules
utilisées qui ne retrouve pas sa valeur initialéird’expérimentation.

Les mesures histologiques sur le systeme vomeérbrédséees dans ce travail de these se
rapprochent des résultats obtenus dans la seutke éte toxicité menée sur l'organe
voméronasal trouvée dans la littérature. Cetteettudnée par Gaffat al (1998) porte
sur les effets de l'inhalation d’ammoniac sur Iggttéliums olfactif et voméronasal du
lapin. Les résultats de cette étude indiquent ypeiplasie des cellules de soutien dans les
deux types d'épithéliums, ce phénomene cellulaiamtéplus marqué dans I'épithélium
olfactif. De plus, une certaine cytotoxicité estsumee au niveau des neurones olfactifs, et
de facon moindre dans les cellules de I'épithéluenl’'organe voméronasal du fait de sa
position anatomique qui a probablement un réle guteur vis-a-vis des substances
volatiles présentes dans I'air inspiré.

Comme pour I'épithélium olfactif principal, des das immunohistochimiques de I'organe
voméronasal pourraient utilement compléter les demristologiques. Des marquages des
récepteurs voméronasaux 1 et 2 permettraient eendigier si ces deux types cellulaires de
I'épithélium de I'organe voméronasal sont atteilots de I'exposition a un polluant et a
quel degré. En effet, il a été montré par microgeqar force atomique et observations
immunohistochimiques que les cellules de I'orgaaméronasal expriment 'OMP (Kim
et al, 2007). De plus, les résultats de nos études @sesar I'organe voméronasal
montrent des modifications d’épaisseur des zongermure et inférieure, ces zones
représentant des sites de prolifération celluldsant & remplacer les neurones de I'organe
voméronasal lors des processus de dégénéresceficed' &udier plus précisément les
mécanismes de dégénération/régénération celluams le systeme olfactif accessoire, des
marquages de cellules prolifératrices, comme cedtéaeffectué dans le systeme olfactif

principal en utilisant le PCNA, pourraient ausseé&nvisagés.
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D’un point de vue comportemental, des données téseauggerent que certaines réponses
provoquées par des phéromones sont en partie requliéde systéme olfactif principal. Il
a ainsi été montré par des mesures en imageri@gamance magnétigue fonctionnelle que
les neurones du bulbe olfactif répondent a l'umleesouris (Xuet al, 2005) et que les
cellules mitrales sont activées par le methanethioé phéromone potentielle, retrouvée
dans l'urine de souris méale (Lit d., 2005). Il a également été montré que I'ablatien
'organe voméronasal n’altére pas la capacité desis a discriminer les males des
congénéres femelles (Kellat al, 2006). Puisque les résultats de ce travail dseth
montrent des modifications de [I'épithélium olfdcdt de I'épithélium de l'organe
voméronasal, il est difficile de déterminer pourgees modifications n’influencent pas ou
peu les comportements d’approche/évitement visaleil’odeur d’urine. Des expériences
complémentaires s’averent donc nécessaires notamdesn études qui permettraient
d’isoler chaque systeme d’un point de vue fonct@nRar exemple, le traitement par le
sulfate de zinc est connu pour détruire les cedldie I'épithélium olfactif et provoquer une
anosmie transitoire apparaissant trois jours afgrésaitement (Matulionis, 1975 ; Burd,
1993 ; McBrideet al, 2003). Cette expérimentation consiste en ureziign de sulfate de
zinc dans chaque narine de I'animal. Cependantraitement n’atteignant pas la lame
basale de I'épithélium olfactif, une régénératias aellules de I'épithélium olfactif est
possible. L'injection de sulfate de zinc est égaehtonnue pour ne pas atteindre I'organe
vomeéronasal. Ainsi, ce traitement permettrait deseover la fonctionnalité du systeme
olfactif accessoire, tout en rendant transitoireimaeon fonctionnel le systéme olfactif
principal. Suite a ce traitement, des expositioms @olécules retenues dans cette thése
pourraient alors étre réalisées en comparaison @@®@@nimaux pour lesquels, a l'inverse
I'intégrité du systeme olfactif principal serait mi@nue et dont 'organe voméronasal ne
serait pas fonctionnel. Dans ce cadre, il pougtaié envisagé soit I'utilisation de souris
knock-out, souris ayant subit une modification dgiépue par désactivation d’'un géne pour
le canal sensoriel de transduction TRPC2 (Zufalal, 2005, Leypoldet al, 2002), ce
canal jouant un réle fondamental dans la déteat®signaux phéromonaux par I'organe
vomeéronasal, soit I'ablation chirurgicale de I'ongavoméronasal, par incision au niveau
du palais et extraction du vomer puis de I'orgaom&ronasal comme cela a déja été décrit
dans la littérature (Wysocki et al., 2004).
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Perspectives

D’un point de vue méthodologiquéputes les études conduites dans cette thésetént é
menées avec des souris OF-1 femelles, agées dartais au début de I'expérimentation,
dans le but de constituer un groupe homogene dichaé adultes. Les comportements et
les performances olfactives dépendant du genrdade et de la souche des animaux
(Naganoet al, 1997), il serait donc intéressant de répétediifdrentes expérimentations
sur des souris femelles d’ages différents, desisoudles de méme souche (afin d'éviter
les fluctuations liées au cycle oestrien), et desnaux jeunes, afin de comparer les
résultats avec ceux obtenus avec des souris (reifemelles) d’autres souches. De plus,
comme lindiquent les résultats de nos études atittBs travaux menés sur d’autres
polluants atmosphériques, si I'exposition a unyzoit a des effets néfastes sur le systeme
olfactif des souris, il est possible que d’autrgst&mes physiologiques soient touchés.
Dans cette problématique de recherche, suite @dsEion a différentes substances, de
nombreuses études ont montré des effets délétaresveau pulmonaire, hépatique ou
cardiaque. Par exemple, I'exposition au styrengaem des tumeurs au niveau des
bronchioles (Cruzamt al, 2002), ainsi que des nécroses du foie (Morgiaal, 1993).
L’exposition au méthane conduit & des dysfonctiomerets mitochondriaux aboutissant a
une toxicité cardiaque (Dunniak al, 2004). L’exposition au dioxyde d’'azote (NGur
une longue période induit des inflammations pulnr@sa suivies d'une obstruction
progressive des voies respiratoires (Wegmaein al, 2002). Les informations
toxicologiques les plus pertinentes sont sans ddege données qui combinent les
informations relatives aux effets de I'expositionua polluant a différents niveaux
(pulmonaire, hépatique, cardiaque...). A cet égaed,tchvaux sur les effets conjoints des

solvants utilisés ici au niveau nasal et cutané sortours d’étude dans notre laboratoire.

Au niveau comportementales études présentées dans cette thése se calitées sur le
comportement d’approche/évitement des souris pditgrehts types d’odeur, ces tests
étant réalisés en corridor. Pour compléter les ltasuobtenus, d’'autres évaluations
comportementales pourraient étre envisagées danstdestures variées. Par exemple, la
vélocité, la distance a I'odeur ou I'immobilité poaient étre mesurées par des tests en
openfield circulaire (enceinte permettant I'enraggiment de l'activité générale de
I'animal). Une étude sur les changements comportéame lors de I'exposition a divers

solvants industriels a montré une réduction deutgel totale d'immobilité (De Ceaurrét
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al., 1983). L’évaluation de lactivité motrice poutradgalement étre envisagée. Ce
paramétre a été mesuré dans une étude menée atrije et al (1985). Les résultats
ont montré des altérations de I'activité motriceslde I'exposition par inhalation a des
solvants organiques, les patterns d’altérationst &pécifiques a chaque solvant. Comme
pour les effets histologiques sur la muqueuse tVacles auteurs concluent que les
différences observées entre les solvants reflgimttablement les différences dans leur
site d’action, leur distribution et leur biotransfation. Dans ce sens, Carlssenhal
(2003) ont montré une augmentation de [lactivitétrine, avec une altération des
performances d’apprentissage réalisées grace aesinenh labyrinthe radial (structure
permettant I'évaluation de I'apprentissage spattade la mémoire chez I'animal) suite a
I'exposition au 2,6-dichlorophényl méthylsulphonBe facon complémentaire, des
évaluations de I'apprentissage impliquant I'hippopa ou non peuvent étre réalisées par
I'utilisation de labyrinthes aquatiques ou de d&pfs d’apprentissage conditionné. Des
tests utilisant un labyrinthe en forme de croix énée permettraient d’évaluer un
parametre important, I'anxiété. Dans le cadre dautle des effets d’abus volontaires de
substances volatiles par inhalation, qui constitngrobleme de santé publique mondial,
Bowenet al (1996) ont évalué le comportement des souris danelevated-plus-maze.
Les auteurs ont ainsi montré un effet anxiolytigigel'inhalation de toluene et de 1,1,1-
trichloroethane. Des tests similaires ont égalensntligné que l'abus de protoxyde
d’azote ou oxyde nitreux @®) produit des effets anxiolytigues dépendant de la
concentration chez des rats testés en elevatedy@ns (Emmanouit al, 1994).

L’effet de substances toxiques sur les systemestdd (principal et/ou accessoire) peut
avoir des conséquences en terme d’adaptation.utl gagir notamment de perturbations
dans les relations entre congénéres, par desullifeca repérer les sources de nourriture
ou le présence de prédateurs. Chez de nombreugesessanimales, la détection de
prédateurs se fait conjointement par le systemactiiifprincipal et le systéme olfactif
accessoire. Les odeurs de prédateurs sont desusigngrainant des comportements innés
de peur (comme limmobilité ou le freezing) et defponses physiologiques (une
augmentation du taux de corticostérone sanguiexample). Dans le cadre de notre étude
sur les effets de I'exposition des souris au,Q@us avons choisi de tester en corridor
'odeur de triméthylthiazoline comme indice de mslir. Actuellement, I'utilisation de
cette molécule synthétique fait débat, et la qaestie sa toxicité potentielle et sa
perception par le systéme trigéminal, plutdt queétat d’indice de prédateur est soulevée.

by

Pour répondre a cette question, des expositionsodetes durées suivies de mesures
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comportementales ont été réalisées au sein de faliceatoire (Buronet al, 2007,
ANNEXE 4). Ainsi, par des tests utilisant divers&suctures, telles que l'open-field
circulaires, I'elevated-plus-maze et le corriddraiété montré que le triméthylthiazoline
entraine des réponses comportementales similacelded obtenues avec d’autres produits
irritants, comme le toluene par exemple. En revandhn’entraine pas de réponse de
freezing ou d’anxiété. Dans la plupart des étudeséws sur la peur, le triméthylthiazoline
est utilisé de fagon pure. Il semble que les cotepments d’évitement soient dus a la
concentration en triméthylthiazoline, reliant Ieffets dose-dépendant observés avec la
plupart des polluants et des solvants. De plusstilprobable que le triméthylthiazoline
n'active pas seulement le systeme olfactif, maesergent le systeme trigéminal. Dans le
cadre de recherches récentes, il a en effet étdéréndes interactions entre le systeme
olfactif et le systeme trigéminal (Jacqwdtal, 2004 ; Brand, 2006) dans la perception des
molécules présentes dans lair inhalé. Il serarsaintéressant de déterminer les parts
respectives du systeme trigéminal et du systensetdlfprincipal impliquées lors de la

perception de substances volatiles toxiques.

Les molécules de communications intraspécifiquesie les phéromones, sont relachées
dans I'atmosphere, et rentrent en contact avedré@'agomposeés présents dans I'air. D’'un
point de vue écotoxicologique se pose la questisadoir si les polluants atmosphériques
réagissent avec les phéromones, ce qui pourraveit @es conseéquences écologiques et
economiques. Les quelques études menées danpttfee portent sur les phéromones
d’insectes. Elles ont montré des effets destrusteerfortes concentrations en ozone sur
les phéromones (Okamoto, 1981), et des pertesadtvité biologique des phéromones
apres des expositions de courte durée a I'ozong l@arconcentrations environnementales
(Arndt, 1995). Ces études préliminaires ouvrenvdée a d’autres recherches dans ce
domaine, notamment par l'observation des interastio’'un ou plusieurs polluants
atmosphériques avec les phéromones des mammifitnedeaprévoir d’éventuels effets
sur le comportement animal en relation avec laupiolh atmosphérique. Shiraiwet al
(2007) ont montré, par évaluation de réponses rdesypar le gene précoce d’activation
cellulaire (Fos) dans le bulbe olfactif accessaiee I'exposition a un polluant aromatique
environnemental, le 3-méthylchloranthrene, bloguaitcommunication chimique des

souris males aux souris femelles en réduisantviéephéromonale.
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Au niveau cellulaire, au-dela des évaluations histologiques et immubathismiques
utilisées dans ce travail, d’autres techniquesamatent électrophysiologiques pourraient
étre envisagées. Ainsi, la technique du patch-claemmet de tester certaines propriétés
fonctionnelles des récepteurs olfactifs et vomésana lors de la présence de polluants.
De méme, I'enregistrement d’'une réponse globaleépertro-olfacto-gramme au niveau
extracellulaire d’'une population de neurones réagpgt olfactifs permet d’'indiquer les
changements de potentiels membranaires induitepanolécules odorantes au niveau des
cils olfactifs. L’exposition aigué au styrene ettaluene par exemple a révélé par électro-
olfacto-gramme des changements ultrastructurauxl'@wthélium olfactif avec une
augmentation de la sécrétion des cellules de soaiigsi qu'une fusion des membranes
ciliaires (Ekblomet al.,1984).

Au niveau cellulaire, I'étude d’autres niveaux ddgration de I'information olfactive que
le systéme périphérique sont nécessaires. En &ffemécanismes de Iésions du systéme
olfactif par des produits chimiques au-dela de laqueuse, bulbe olfactif et cortex
olfactifs (piriforme et entorhinal) sont peu connD&ns une étude pionniere menée sur le
formaldéhyde, Hayaslat al. (2003) ont montré que I'exposition sur une londueée a ce
composeé organique entrainait des modification®loigiques au niveau du bulbe olfactif
pouvant affecter sa fonction neuronale.

Il est maintenant accepté que de nombreux médidamen agents xénobiotiques
potentiellement toxiques peuvent atteindre le systéerveux central via le systeme
olfactif (Minn et al.,, 2002). Le systeme olfactif posséde alors unetion non sensorielle,
représentant un mécanisme d’entrée dans le systw@mneeux central de composés
normalement exclus de la barriere hémato-encéplalfglastings, 1990). Perssehal
(2003) ont montré que l'inhalation de fumée ou dagsieres contenant du cobalt entraine
un passage de ce métal lourd dans la muqueuseiwfaegne accumulation dans le bulbe
olfactif et un transport dans diverses structuréglirales, conduisant a des déficits
mnésiques chez des ouvriers exposés a ce compaendant, les métaux lourds toxiques
ont plus de difficulté a passer la barriere hénstoephalique contrairement aux gaz et
aux solvants qui accedent facilement au systemactdlfpar la circulation systémique
(Hastings et Miller, 2003). En outre, en raisonlaeature fortement vascularisée de la
cavité nasale, I'exposition a des substances tesidournit un accés a la circulation
systémique, conduisant a une destruction possiblaésdus cérébraux, incluant le bulbe

olfactif.
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Au niveau des composants toxiqud'sjr inspiré contient de nombreux éléments, inolua
des particules et des substances chimiques treéssdia: Pourtant, la plupart des études
menées sur les effets de I'inhalation d’'une sulcgtdoxique sur 'organisme animal, et en
particulier sur le systeme olfactif périphériquegrtpnt sur I'exposition a une seule
molécule. Afin de se rapprocher de la réalité &gigkee, des études sur I'exposition a des
mélanges de polluants pourraient se révéler judgseie. Dans cette optique de recherche,
guelques travaux ont été menés sur des mélandeglhydes (Casseat al, 1996) ou des
mélanges gazeux (Ichinose et Sagai, 1992), indigdes augmentations d’altérations en
fonction de la présence d’'un composé. De plus,ddale animal expérimental a été utilisé
comme indicateur biologique des effets de niveaupdBution urbaine sur la santé
humaine. Des études menées sur des sites locdéiaéscertaines grandes agglomérations
ont montré des effets néfastes de la pollutioresaysteme respiratoire des rongeurs, mais
également des humains, pour des villes comme Sato RRires-Netoet al, 2006),
Mexico (Calderon-Garciduenas al, 2008), Soweto (Kristensen et Olsen, 2006), Bakkgo
(Preutthiparet al,, 2004), ou Florence (Paciet al, 2003).

De la méme facon, I'effet des gaz atmosphériques geu étudiés et a l'instar du €O
retenu dans cette these. Plusieurs études prédjserie taux global de G@xcédera les
limites de détection chez le rongeur d’ici un ste@Coxet al, 2000) et une augmentation
des taux de COpourra alors avoir des impacts écologiques etl@giques sur le
comportement des mammiferes (dual, 2007). Les études réalisées dans le cadre des
expositions au COcomparent les effets de I'exposition pour une mé&mecentration
(3%) suivant deux conditions d’exposition (5heyoes/ou 12heures/jour). Il a été montré
(Krohn et Hansen, 2000) que les effets physiologggentrainés par de fortes
concentrations en GQde I'ordre de 15%, sont les mémes que ceux obse&r\B%, c'est-
a-dire une diminution des valeurs du pH sanguie, augmentation du volume respiratoire
par minute et du volume tidale, et une augmentadmie sécrétion de corticostérone. La
majorité des études portant sur le e se sont focalisées que sur des parametres
respiratoires et physiologiques, mais peu se sugrdassées aux effets sur le systeme
olfactif, et aucune n’a mis en évidence des eti@tecologiques au niveau de I'épithélium
olfactif. Les travaux réalisés lors de cette thaéisepermis de montrer des effets délétéres
de I'exposition au C@sur I'épithélium olfactif et I'épithélium de I'oape voméronasal
(avec une augmentation du nombre de cellules etdiménution de I'épaisseur des
epithéliums pendant la phase d’exposition), au calgxpositions conduites sur 5 heures

par jour ou 12 heures par jour. Yougentdhal (1990) ont montré que des rats peuvent
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détecter des concentrations en ,Cautour de 0,5%. Suite a des études préliminaires
menées dans les années 1990 (Youngeetad, 1991 ; Alvaroet al, 1993 ; Coates et
Silvis, 1999), il a récemment été montré (Eiual, 2007) que les souris possédent un
"sous-systeme" olfactif permettant de détecter cmscentrations en COproches des
concentrations atmosphériques. Les neurones d#actipliqués dans cette détection
expriment la phosphodiestérase ainsi que la guboytjase D. Ces neurones contiennent
'anhydrase carbonique, une enzyme qui catalysgdidtation réversible du CCen
bicarbonate et protons, suggérant un roéle posdibleette enzyme dans les mécanismes de
transduction des récepteurs auOoates, 2001 ; Ferrgt al, 2007). Des mesures plus
approfondies sur les réponses des cellules detH@pim olfactif, et en particulier des
neurones impliqués dans la détection de IB d’exposition a diverses concentrations et
durées d’exposition au GQainsi que de plus amples travaux sur I'anhydraskbanique,
permettraient de mieux comprendre le mécanisme deecton de ce polluant
atmosphérique, ainsi que sa toxicité potentielle lsusystéme olfactif principal et le
systéme olfactif accessoire.

L’effet d'autres gaz atmosphériques pourraient étrelie. L'ozone, par exemple est un
polluant secondaire bien connu, dont les conceéatrmbbservées sont plus importantes en
zones périurbaines, ou vivent de nombreuses es@gtiemles. Des recherches futures
pourraient avoir comme objectif d’évaluer les effete I'exposition a I'ozone sur le
systeme olfactif accessoire de la souris, afin dévgr d’éventuelles modifications
structurelles et fonctionnelles, conduisant dansake d’effets néfastes a des impacts sur le
comportement animal, et sur les relations intrafipées. Dans la méme optique de
recherche, les travaux conduits sur les effetsadeadllution atmosphérique pourraient
s’orienter vers I'évaluation des perturbations @imiées par divers polluants sur les
systémes chimiosensoriels présents dans la caasena différentes échelles : locale, de
I'organisme, du comportement, des relations ingasjgues puis interspécifiques, et enfin
a I'échelle de I'écosysteme dans le but d’approifoet de compléter les connaissances
déja acquises, et d’avoir alors une idée globateefiets entrainés par une exposition a des

agents xénobiotiques.
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Abstract

Exposure to pollutant or toxic substances is known to induce adverse health effects but few studies have been devoted to study
the impact on olfactory functioning although neuroreceptors in the nasal cavity are directly in contact with volatile molecules. Thus,
this work was designed to evaluate in mice the potential modifications of the olfactory functioning during (1 month) and after (1
month) a prolonged toluene exposure at both sensitive/perceptive and cellular levels. Mice were exposed to 1000 ppm of toluene
for 5 h/day, 5 days/week for 4 weeks. Firstly, behavioral evaluation (T-maze test) to toluene sensitivity showed a constant decrease
during all the 4 weeks of exposure (W1-W4) which continued during 2 weeks after the exposure (W5, W6). In contrast, during the
last 2 weeks of the experiment (W7, W8), the sensitivity of mice to toluene went back to normal. Secondly, structural modifications,
i.e. density of cells and thickness of olfactory epithelium were observed soon after the outset of exposure. The number of cells did
not change at the beginning of exposure (W1, W2), decreased markedly later (W3, W4), increased significantly the first week of the
recovery period (WS5) and stayed stable during the following weeks (W6—W8). Concerning the thickness of neuroepithelium, the
results at W1 showed a decrease followed by an increase suggesting an inflammatory process (W2, W3). In contrast, the results of
W4 revealed an abrupt decrease of the thickness whereas the return to normal arose immediately at the outset of recovery period.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Olfaction; Sensitivity; Behavior; Olfactory epithelium; Toluene; Histology

1. Introduction

Airborne chemicals and volatile molecules enter the
nose and can interact with chemoreceptors in the nasal
cavity, especially trigeminal and olfactory receptors.
Exposure to pollutant or toxic substances is known to
induce adverse health effects but few studies have been
devoted to the impact on olfactory functioning (Gobba,
2003). As olfactory neuroreceptors are directly in con-
tact with toxic molecules and can regenerate following

* Corresponding author.
E-mail address: gerard.brand @univ-fcomte.fr (G. Brand).

destruction (Burd, 1993; Ducray et al., 2002; Giannetti
et al., 2004; Herzog and Otto, 1999), an evaluation of
damage/recovery on sensitive and histological changes
of olfactory function appears as a complementary tool to
long-term chronic effects studies.

Actually, effects of toluene inhalation on human
health have been extensively described (Boey et al.,
1997; Einav et al., 1997; Eller et al., 1999; Filley et al.,
2004; Fornazzari et al., 1993; Kang et al., 2005; Muttray
et al., 2005; @rbak et al., 2005; Plenge-Bonig and
Karmaus, 1999; Seeber et al., 2005; Taher et al., 1974),
and the last representative overview with many cita-
tions on occupational toluene effects has been published
recently (Meyer-Baron, 2005). In contrast, few studies
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have dealt with the influence of this pollutant, with great
intranasal trigeminal activation properties, on olfac-
tory function (Mergler and Beauvais, 1992; Smith and
Duncan, 1992). Toluene is a clear, colorless liquid with a
distinctive smell which is widely used for both domestic
and industrial purposes. Inhalation is the primary route of
toluene exposure for the general population and for occu-
pationally exposed individuals. The largest source of
emissions to air is gasoline in which toluene is used of as
an octane booster (Fishbein, 1988). In working environ-
ment the highest current levels of toluene are found in the
printing, painting, automotive, shoemaking and speaker-
manufacturing industries (Pierce et al., 1998). Toluene is
also a common indoor contaminant due to releases from
common household products (paints, paint thinners or
adhesives) and from cigarette smoke (ATSDR, 1989).
Toluene, like a growing number of pollutants, such as
CO» (Cain and Murphy, 1980) is a respiratory irritant in
both animals and humans, which means that it strongly
stimulates another part of the chemical sensitivity, i.e.
the trigeminal system (Doty et al., 1978). Exposure to
toluene in air is known to result principally in central ner-
vous system dysfunctions (Boey et al., 1997; Ogata et al.,
1999). In this field, the neurological (Antti-Poika et al.,
1985; Juntunen et al., 1985), neurobehavioral (Baclum
etal., 1985; Boey et al., 1997; Cherry et al., 1983; Dick et
al., 1984; Zupanic et al., 2002) and neurophysiological
(Antti-Poika et al., 1985; Juntunen et al., 1985) effects
induced by different levels of toluene exposure have been
extensively described and discussed. Despite the consid-
erable research made over the last decades to determine
the complex relationships between toluene environmen-
tal exposure and health, much less is known about the
sense of smell. Nevertheless, the olfactory neurons are
the only neurosensory cells directly in contact with exter-
nal environment. Moreover, the olfactory neurons are
known to be renewed by neurogenesis from local neu-
ronal progenitors (Crews and Hunter, 1994) and offer
the opportunity to assess the recovery of olfactory func-
tion as after classical olfactory epithelium destruction by
ZnSO4 (Ducray et al., 2002).

In previous studies, exposure to other volatile chem-
icals (especially occupational exposure) has been asso-
ciated with impairment of olfactory function suggested
by two kinds of evidence. One comes from animal tox-
icological studies. Indeed, many studies have demon-
strated selective and dose-dependent histopathological
alterations in the nasal cavity from experimental expo-
sure to a diverse range of chemical substances, e.g. chlo-
rine (Wolf et al., 1995), methylethylketoxime (Newton
et al., 2001, 2002), methyl bromide (Hurtt et al., 1988),
formaldehyde (Monticello et al., 1991) or isobutyralde-

hyde (Abdo et al., 1998). The second kind of evidence
comes from assessment of workers who are occupa-
tionally exposed to chemical vapors. Several studies
have reported problems with sense of smell or appar-
ent decrements on measures of olfactory function in
individuals and/or populations occupationally exposed
to toxic compounds such as cadmium (Friberg, 1948,
1950; Mascagni et al., 2003), ammonia (Prudhomme
et al., 1998), chromium (Kitamura et al., 2003), acry-
late and methacrylate (Schwartz et al., 1989) or solvents
mixtures (Schwartz et al., 1990). However, few studies
have already focused on histopathological damages to
the olfactory epithelium with functional modifications
of the ability to smell estimated by behavioral mea-
surements. Thus, this work was designed to evaluate in
mice the potential modification of the olfactory function
following a prolonged toluene exposure. The relevance
of this study is that the effects of toluene inhalation
on mice olfactory function are evaluated at both sensi-
tive/perceptive and cellular levels. Specifically, sensitive
changes (olfactory sensitivity tests using discrimina-
tion between toluene odor and water in a maze), were
assessed in association with histopathological analyses
including cell death and thickness of olfactory neuroep-
ithelium.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Subjects were 20 experimentally naive female OF-1 mice
(Charles-River, France), 14 weeks old at the beginning of the
study. Upon arrival at the animal facility, mice were legs-
tattooed for identification purposes and acclimatized for 2
weeks prior to initiation of the study. Animals were housed
10 per cage in two polycarbonate cages with stainless steel
wire lids; rodent pellet chow and tap water were available ad
libitum throughout the study, including the exposure chamber.
All animals were maintained under a 12-h light/12-h dark cycle
(testing conducted during the light phase) at 23-25 °C under
relatively constant humidity.

2.2. Toluene exposure system

Mice whole body inhalation exposure was conducted in a
chamber (dark plastic box; 50 cm long, 42 cm wide and 40 cm
deep; volume =0.084 m?®) in an experimental room. Chamber
airflow entered through two rubbers tubing (5 m length; 1 cm
diameter) into two sides of the chamber to allow continuous air
revival during the toluene exposure period. Pure toluene was
placed on cotton in a Plexiglass® holder with 10 small holes
drilled in the face and hanging on the chamber lid. This holder
was chosen so that the odor could move into the chamber while
the animals could not physically get in touch with the cotton.
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Fig. 1. Toluene concentration in the inhalation chamber during 5h

(this curve is representative of all exposure days whatever the number
of animals in the chamber). (¢) Mean & S.E.M.

Mice (in their rearing cages) were placed in the inhala-
tion chamber to toluene [C¢HsCHj3; molecular weight=92.15;
Sigma] for Sh/day (from 9a.m. to 2p.m.), 5days/week (no
weekend exposures) for 4 weeks. Considering the required con-
centration (see Section 2.3), 8 ml of toluene were poured onto
the cotton.

2.3. Toluene concentration and gas chromatographic
analyses

As in the environment toluene rapidly biodegrades (half-
life: 60 h in atmosphere) and does not tend to bio-accumulate,
the toluene concentration in the inhalation chamber was mea-
sured in a pre-study by gas chromatography. Samples of cham-
ber’s air, taken at 30-min intervals during 5 h (exposure period)
were injected and analyzed in a gas chromatograph (Var-
ian, Star 3400 CX) equipped with a Supelco Wax column
(60 m x 25 wm) and a flame-ionization detector. The 49 .l of
chamber’s air were collected in a Hamilton syringe and com-
pleted with 1 pl of liquid methylundecanoate used as an inter-
nal standard. The 50 .l sample was immediately injected in the
chromatograph. The column followed a ramped temperature
profile. The initial temperature was 50 °C for 0.1 min followed
by a 3 °C/min ramp to 100 °C for 0.1 min and a 6 °C/min ramp
to 230°C, final temperature, for 20 min. After different tests
with and without animals in the chamber and in the same con-
ditions (temperature, pression, humidity), the results revealed
that 8 ml of toluene were required to obtain a severe exposure
running from 400 to 1600 ppm during the exposure period.
Several repeated analyses led to draw Fig. 1 showing a loga-
rithmic increase of toluene concentration in the chamber. This
high dose of toluene was not chosen to focus on threshold
limit value (TLV), but to reveal potential damages on differ-
ent peripheral and central levels, i.e. cellular and behavioral
consequences.

2.4. Experimental design

Mice olfactory sensitivity to toluene was evaluated each
Monday morning in three sessions: (a) before exposure

(Week 0) to determine whether the odorants tested were
repulsive or not for mice); (b) after each week of expo-
sure (Weeks 1-4) to determine the possible modifications
of mice olfactory sensitivity and (c) during 4 weeks follow-
ing the exposure duration named ‘“recovery period” (Week
5-8). During the exposure and the recovery periods, every
Monday morning two mice were removed from the sam-
ple and used for histological examination of their olfactory
epithelium.

2.5. Olfactory sensitivity assessment

Olfactory sensitivity to toluene was evaluated using a T-
shaped maze with two dark arms containing each a watch-
glass with a filter paper soaked with either 200 nl distilled
water (control compartment) or 200 wl of 10% toluene. The
odorant and control were randomly distributed in the right
and left arm at each test. The maze was carefully washed
with alcohol after each test. Each mouse was placed in the
start-arm at the end of the stem and then allowed to move
freely for 5min. Movements of mice were video recorded
and analyzed with a Video Tracking System for Automa-
tion of Behavioral Experiments (EthoVision®, Noldus). Data
collected concerned the total time spent by each mouse in
each arm.

2.6. Histological analyses

Tissue preparation: Animals were killed by an intra-
peritoneal injection of chloral (0.1 ml, 3 M) and subsequently
decapitated. Olfactory epithelium and bulbs were dissected and
immediately fixed by immersion in 4% paraformaldehyde in
phosphate buffer saline (pH 7.4) (PBS) for 12h at 4°C. The
fixed tissues were rinsed twice in PBS for 10 min, dehydrated
and embedded in paraffin. Transverse serial sections of 7 pm
thickness were cut on a microtom, starting from tip of olfac-
tory epithelium. Sections were placed on gelatin-coated slides,
deparaffinized and rehydrated. The rehydrated sections were
stained with fresh 1% hematoxylin for 2 min, dehydrated and
coverslipped.

Epithelium morphometric measurements: Three antero-
posterior zones were delimited in epithelium to assess damage
level due to toluene exposure. Thus, serial sections of whole
epithelium were divided in three parts corresponding to the
anterior, medial and posterior zones of olfactory epithelium.
For each zone, three sections were analyzed as to obtain nine
morphometric analyzes all along the olfactory epithelium. Two
parameters were collected on sections. First, number of stained
nuclei (hematoxylin 0.1%) was counted in a surface repre-
sented by 90 wm large and the whole height of the epithelium
(variable according weeks) under a microscope (Leitz ortho-
plan, 100x enlargement) equipped with a graduated optical
scale. The cell densities were finally calculated for a 1000 wm?
area as a standard. Second, olfactory epithelium thickness was
measured from the basal lamina (between chorion and epithe-
lium) to the apex.
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Fig. 2. Changes in stay durations in toluene vs. water compartment in
5 min test sessions, before (WO0), during (W1-W4) and after (W5-W8)
toluene exposure in mice.

2.7. Statistical analyses

Data were statistically evaluated with a computer pro-
gram (Statview 5.0) using analysis of variance (ANCOVA and
ANOVA) with repeated measures. Post hoc analyses follow-
ing significant ANCOVA or ANOVA effects were conducted
using Fisher PLSD tests, noted as F. Results were noted as
means =+ standard errors. The non significant analyses were
noted as ns.

3. Results
3.1. Olfactory sensitivity

The results are reported in Fig. 2. The ANCOVA
yielded a significant effect of week factor [F(2,
16)=12.134; P<0.0001). Before exposure (W0), mice
significantly avoided the toluene compartment com-
pared to water compartment (21.21+2.39s versus
58.00 & 4.67 s of presence; F'=19.70; P <0.0003). Thus,
toluene as a repulsive odor was compared to the non
odorant water control. Despite the modifications that
occurred during (W1-W4) and after (W5-W8) the expo-

Table 1

Mean of duration in toluene and water compartments (in 5 min session
tests) before (WO0), during (W1-W4) and after (W5-W8) exposure to
toluene in mice

Toluene Water p Percentages?®
WO 21.21 58 0.0003 26.78
W1 9.28 80.35 0.0001 10.35
w2 16.05 69.79 0.0001 18.70
W3 36.15 68.05 0.004 34.69
W4 37.41 79.41 0.0005 32.02
W5 49.26 84.51 0.006 36.82
W6 52.96 93.74 0.004 36.10
W7 45.95 90.97 0.004 33.56
W8 22.03 129.5 0.0001 14.54

4 Percentages =duration in toluene compartment/(duration in
toluene compartment + duration in water compartment).

sure to toluene, post hoc PLSD tests showed that the
difference between duration in water and toluene com-
partments were always significant (Table 1).

Time spent by mice in toluene compartment varied
significantly during and after exposure (Fig. 2). The
curve showed an increase of toluene compartment avoid-
ance at W1 compared to W0. Subsequently, from W2 to
W6, i.e. the entire exposure period and the two first weeks
of recovery period, the stay duration in toluene compart-
ment increased regularly. From W6 to W8, the inversion
of the curve at the end of recovery period reached WO
value (Table 2). In contrast, all comparisons between
WO and the 3 weeks W5, W6, W7 were significant. In
addition, when all distribution times of animals were
considered (i.e. in toluene and in water compartments)
the percentages of time spent in the toluene compart-
ment (Table 2) showed the same evolution from week to
week.

Table 2
Duration differences in toluene compartment (in 5 min session tests) before (WO0), during (W1-W4) and after (W5-WS8), exposure to toluene in
mice
w1 w2 w3 W4 w5 w6 w7 w8

) —11.9 -5.1 +14.9 +16.1 +28.1% +31.77 +24.7° +0.8
Wl +6.7 +26.8™" +28.17 +39.9 +43.77 +36.6™ +12.7
w2 +20.17 +21.3" +33.2" +36.9™ +29.9" +5.9
W3 +1.2 +13.1 +16.8 +9.8 —14.1
W4 +47.1" +56.3" +8.5 —15.3
W5 +3.7 -33 —272
W6 -7.0 —30.9"
w7 —23.9

* P<0.05.

™ P<0.01.

* P<0.001.
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Fig. 3. Evolution of number of cells in olfactory epithelium before
(WO0), during (W1-W4) and after (W5-W8) toluene exposure in mice.

3.2. Histological measures

Number of cells: The results are reported in
Figs. 3 and 4. The ANOVA revealed a significant effect
of week factor [F(8, 40)=19.76, P<0.0001] and no
effect of zone factor [F(2, 10)=0.12, ns]. A significant
interaction was observed between both factors [F(16,
80)=6.136, P<0.0001]. Post hoc PLSD tests showed
that there were no difference between W0, W1 and W2.
In contrast, the cell densities for these 3 weeks were
systematically higher than those of the following weeks
(W3-W8). Specifically, the results showed a decrease of
cell density during W3 and W4. At W5 (first recovery
week), the cell density increased and remained stable
for the 3 following weeks but at a low level compared
to WO.

Thickness of epithelium: The results (Figs. 4 and 5)
showed a stable thickness from W5 to W8 which was
smaller than the thickness from WO to W3. Specifically,
the thickness from WO to W3 appeared versatile inso-
far as it decreased at W1 and increased at W2 and W3.
The ANOVA revealed a significant effect of week factor
[F(8,40)=43.84, P <0.0001] and a significant effect of
zone factor [F(2, 10)=8.024, P <0.0006]. A significant
interaction was observed between both factors [F(16,
80)=3.795, P<0.0001].

Post hoc PLSD tests showed that the results were dif-
ferent according to zones. The anterior and medial zones
showed similar changes during weeks and the results at
W4 appeared systematically different compared to other
weeks (Fig. 6a and b). In contrast, there were no sig-
nificant differences of thickness in the posterior zone
(Fig. 6¢).

Moreover, morphological aspect of olfactory epithe-
lium presented characteristics of inflammatory mech-
anism in W2, W3 and W4. Especially, enlarged gaps
beginning in W2 and reaching a maximum in W4 (arrows

Fig. 4. Histological aspect of olfactory neuroepithelium (100x
enlargement) from WO (A) to W8 (I). (A) The arrow indicates the
basal lamina. (C-E) The arrows indicate the presence of gaps into the
neuroepithelium.
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on Fig. 4) revealed a disorganization process of the
epithelium structure.

4. Discussion

The results of the present study indicate that toluene
exposure induces impairment of mice chemosensory
sensitivity. These findings are consistent with other
works suggesting that a decline of olfactory and trigemi-
nal functions occurred for long-term exposure to organic
solvents (Gobba, 2003). Firstly, in this work, behavioral
evaluation showed a constant decrease of toluene sen-
sitivity during all the 4 weeks (W1-W4) of exposure
which continued during the 2 weeks after the exposure
(W5 and W6). The continued decrease during W5 and
W6 could be due to the time necessary for cell regenera-
tion processes, as explain later according to histological
results.

In contrast, during the last 2 weeks (W7 and W&8)
of the experiment, the sensitivity of mice to toluene
went back to normal. Thus, the recovery of chemosen-
sory function appeared to occur rapidly after the end of
exposure. In such experiment, learning or addictive pro-
cesses could not be excluded. Therefore, in the present
work, these potential events were minimized by the fol-
lowing considerations. First, toluene and water stimuli
were randomly distributed in the maze. Second, learning
or addictive processes would be represented by a linear
(decrease or increase) distribution of mice in the maze
along the whole experiment, which was not observed.

Secondly, behavioral measurements of sensitivity are
in a great part associated with histopathological changes
of olfactory neuroepithelium, even if data do not coincide
strictly on the timescale. Indeed, structural modifica-
tions, i.e. density of cells and thickness of epithelium
were observed soon from the outset of exposure. More
precisely, the number of cells did not change during the
first 2 weeks of exposure (W1 and W2) and decreased
markedly during the third and fourth weeks (W3 and
W4). At the first week of the recovery period (W5), the
density increased significantly (but stayed lower than the
WO0-normal density) and remained stable during the fol-
lowing weeks (W6-W8). Concerning the thickness of
neuroepithelium, the results of the first week of expo-
sure (W1) showed a decrease followed in W2 and W3
by an increase suggesting an inflammatory process. In
contrast, the results of W4 revealed an abrupt decrease of
the thickness whereas the return to normal arose imme-
diately at the outset of recovery period.

The results of the present study are in agreement
with other published works which observed modifica-
tions in olfactory perception in rodents after exposure
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to pollutant and pungent substances such as methyl bro-
mide (Hurtt et al., 1988), 3-methyl indole (Owens et al.,
1996) or hydrogen sulfide (Brenneman et al., 2000). In
the same way, from an histological point of view, the
majority of toxicological studies in rodents showed dam-
ages into olfactory neuroepithelium following exposure
to styrene (Cruzan et al.,, 1997, 2001), isobutyralde-
hyde (Abdo et al., 1998), chlorine (Jiang et al., 1983) or
ethanol and cigarette smoke (Vent et al., 2003, 2004). In
the present work, toluene inhalation induced histological
lesions characterized by degeneration processes and loss
of olfactory epithelial cells that led to a decrease of the
epithelium thickness, as already observed with other pol-
lutants (Cruzanetal., 1997; Hardisty etal., 1999; Newton
et al., 2001; Vent et al., 2003). The cellular loss con-
cerned principally the olfactory sensory neuroreceptors
due to necrosis (Abdo et al., 1998; Cruzan et al., 2001)
and apoptosis processes (Vent et al., 2004). Thus, after
toluene exposure in mice the relation between decrease
of sensitivity and modifications in histological changes
cell density and thickness of epithelium is congruent with
the previous cited works. However, further studies are
needed — especially with different exposure conditions
(i.e. concentration, duration, ...) — in order to explore
widely effects of toluene exposure on chemosensory sen-
sitivity. Indeed, in the present work, the described effects
are related to an acute toluene exposure.

Concerning the thickness of epithelium, the data
showed a zone-depending effect (anterior, median and
posterior). Toluene exposure led changes in anterior
and median zones whereas no such effects have been
observed in the posterior zone. This fact is also in agree-
ment with other studies which indicated that the severity
of damages on olfactory epithelium followed an antero-
posterior gradient (Abdo et al., 1998; Monticello et al.,
1991; Newton et al., 2002). Finally, the results showed
that at the end of the recovery period, the thickness of
epithelium get back to normal. In contrast, the cell den-
sity did not return to the initial level which was expected
as the time course of post-lesional regeneration processes
last more than 4 weeks (Gaskell, 1990).

The fact that olfactory perception could be modified
by airborne pollutants is not surprising since the neurore-
ceptors are located in a relatively unprotected position.
Moreover, inhalation is the primary route in central ner-
vous system effects (Cruz et al., 2003; Lopez-Rubalcava
et al., 2000) and it has been shown that toluene can mod-
ify some perception mechanisms (Cruz et al., 2001).
In humans, psychophysical studies have also demon-
strated olfactory functional impairment in occupation-
ally exposed workers (Dalton et al., 2003; Wysocki et al.,
1997). However, due to substance specific mechanisms,

some chemicals produced chemosensory impairment
whereas some other had no effects. The concentration in
the atmosphere plays a major role on the potential effects
and the time-course of chemosensory effects appears dif-
ferent in relation to the molecules. Moreover, concerning
the concentration and the time-course, the dissociation
of olfactory and trigeminal components appears rele-
vant and could be considered in further research. Indeed,
odors are generally regarded as transient (due to desen-
sitization) without clinical relevance whereas sensory
irritations are regarded as adverse effects in inhala-
tion toxicology. Finally, olfactory impairment seems to
be highly dependent on chemicals, possibly in rela-
tion to the interactions of olfactory and trigeminal pro-
cesses in the nasal cavity (Brand, 2006). Thus, further
research dealing with acute chemosensory effects could
be divided into intranasal sensory irritation and odor
effects.
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Due to their specific position in the nasal cavity, the cells of olfactory neuroepithelium can be damaged
by exposure to environmental airborne chemicals. However, few studies have been focused on selective
damage, i.e. olfactory sensory neurons, basal cells, supporting and duct cells. As solvents are known to
induce critical effects on olfactory neuroepithelium (OE), this study was designed to characterize
histological and immunohistological effects induced by acetone exposure on OE in mice. Behavioral tests
were conducted to evaluate olfactory sensitivity. Moreover, olfactory neuroepithelium was examined to
L evaluate the thickness and the total number of cells. Finally, different markers, olfactory marker protein
Olfactory neuroepithelium . . . . .
Behavioral sensitivity (OMP) and proliferating cell nuclear antigen (PCNA), were used to ch.aracterlze. respectively olfactory
OMP sensory neurons and basal cells, and secondly to evaluate the dynamic of the tissue turnover. Results
PCNA showed structural modifications, since the thickness and the number of cells in the OE were modified
according to the time course of the exposure. Additionally, no changes for OMP-positive cells were
observed whereas significant differences appeared for the density of PCNA-positive cells in relation to
their location (main-body or basal layer of OE). These findings indicate that acetone exposure induces

Keywords:
Acetone inhalation

selective damage in olfactory neuroepithelium.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The mammalian olfactory system possesses the remarkable
capacity to recognize and discriminate among thousands of
distinct odorant molecules. The sense of smell provides to the
organism informations about external environment which are
essential for survival and can influence animal’s behavior and
physiology. Indeed, smell carries vital cues about food sources,
predators, territories, and additionally social signals implied in
reproductive and maternal functions, as well as in recognition of
conspecifics (Tirindelli et al., 1998).

The main olfactory system detects via the main olfactory
neuroepithelium (OE) a large variety of volatile chemicals
commonly defined as odorants. The main OE consists of six
morphologically and biochemically distinct cell types: olfactory
neuron cells, horizontal and globose basal cells, sustentacular cells,
microvillar cells and duct cells of Bowman’s glands (Carr et al.,
1991). Receptor cells have the capacity to undergo continuous
replacement throughout the animal’s lifespan (Wilson and Rais-
man, 1980; Barber, 1981) by an olfactory neurogenesis which

* Corresponding author. Tel.: +33 81 66 57 52.
E-mail address: gerard.brand@univ-fcomte.fr (G. Brand).

0161-813X/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neuro.2008.11.005

originates in progenitor basal cells situated close to the basal
lamina (Carter et al., 2004).

Contrary to other neurons, olfactory neurons are directly exposed
to a large number of environmental airborne substances, including
irritant and cytotoxic gases, vapors and particles. This vulnerable
position can lead to acute, subacute and chronic damage in structure
and function of olfactory system (Witek, 1993). During inhalation,
nasal tissues are exposed to chemicals which can affect the longevity
of the olfactory neurons. Many chemicals have neurotoxic proper-
ties and a large variety of volatile chemicals have been reported to
induce histopathologic changes in the olfactory mucosa of rodents
(Bogdanffy et al., 1997; Lomax et al., 1997). Several studies have
shown that environmental contaminants (Bascom et al., 1995) and
industrial chemicals (Gaskell et al., 1988) caused nasal lesions or
tumors in experimental animals. Recently, it has been shown that
toluene induced morphological and histological changes in the
mouse olfactory mucosa (Jacquot et al., 2006), but recovery of
chemosensory function appeared to occur rapidly after the end of
toluene exposure.

Acetone is a colorless, highly volatile, flammable liquid with a
sweet pungent odor. The estimated half-life of acetone in the blood is
5h, estimates of the volatilization half-life from surface waters
range from 7.8 to 18 h, and the half-life in atmosphere is 22 days.
Acetone is used in numerous industrial processes as an intermediate
in the production of methylacrylates, Bisphenol A, chloroform and



G. Buron et al./ NeuroToxicology 30 (2009) 114-120 115

other ketones and as solvent. After inhalation, acetone is rapidly
absorbed by the respiratory tract and widely distributed to all
tissues. Acetone is not considered to be genotoxic or mutagenic
(World Health Organization, 1998).

Studies in humans reported different symptoms in relation to
concentration and duration of acetone exposure, especially
neuropsychological effects in workers (Kiesswetter et al., 1994;
Satoh et al., 1996). Other studies reported irritation of eyes, nose
and throat by exposure to acetone for concentrations ranging from
250 to 1000 ppm (Dalton et al., 1997; Mitran et al., 1997). Acute
exposure of workers to acetone concentrations higher than
12,000 ppm for up to 4h has been reported to produce
unconsciousness, dizziness, unsteadiness, confusion and headache
(Ross, 1973). Studies in rodents showed that acetone is of a low
order of acute inhalation toxicity (4-h LC50 in rats: 32,000 ppm)
(Pozzani et al., 1959). Inhalation exposure of rats to a concentration
of 19,000 ppm for 8 weeks was necessary to obtained reversible
brain modification.

In this work, concentration and duration of exposure in relation
to the previous data were choosed in order to assess the effect of
acetone inhalation on olfactory function in mice. Damage of the OE
caused by the chemicals exposure have been reported, but the
effects of acetone on OE in mice are not well-described. In order to
clarify this point, behavioral tests, using corridor-shape maze were
conducted. Histological analyses were realised, including mea-
surements of the thickness and the number of cells in the OE.
Finally, immunohistological observations were used to provide
information about the evolution of olfactory mature neurons and
proliferative cells by using different markers respectively olfactory
marker protein (OMP) and proliferating cell nuclear antigen
(PCNA).

2. Materials and methods
2.1. Animals

Experiments were conducted with forty female OF-1 mice
(purchased from Charles-River, France), 12 weeks old at the
beginning of the study. Mice were divided randomly in three
groups: groups 1, 2 and 3, of respectively 10, 20 and 10 animals.
Group 1 is a control group, where mice were exposed to fresh air
only. Group 2 served for behavioral experiment and group 3 for
histological studies. Animals were housed in two home poly-
carbonate cages with stainless steel wire lids, at a constant
temperature of 22 + 1 °C in a husbandry, under a cycle with a light
phase of 12 h from 8 a.m. to 8 p.m., with free access to food and water.

2.2. Gas chromatographic analyses

Acetone concentration was measured in the inhalation
chamber by gas chromatography using a Micro GC (Varian-CP
4900). Samples of chamber’s air, taken at 1-h intervals, were
injected and analysed at constant temperature (160 °C) and
pressure (150 kPa) with helium as vector gas. As concentration
was suspected to be not homogeneous in the chamber’s air, five
complete tests of 5 h were conducted in different points, at the
same height corresponding to the presence of animals. Data were
analysed with a standard of 100 ppm acetone. Results (Fig. 1)
showed increasing concentrations during the first 1.5h and
relative constant acetone concentrations around 8000 ppm from
1.5 to 5 h exposure period.

2.3. Experimental design

The entire experiment was conducted during 8 weeks divided
in two periods: 4 weeks of acetone exposure followed by 4 weeks
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Fig. 1. Acetone concentration in the inhalation chamber during 5h.
Mean + standard error.

of post-exposure period. Data were collected before acetone
exposure (WO0), during the exposure (W2 and W4) and during the
post-exposure period (W6 and W8).

2.4. Acetone exposure system

Groups 2 and 3 were exposed to acetone for 4 weeks, 5 h per day
(from 9 a.m. to 2 p.m.), 5 days per week (from Monday to Friday).
Mice were placed in an inhalation chamber (long: 80 cm, wide:
42 cm, deep: 41 cm, volume = 0.13 m?>). Mice were let in their cage
with food and water ad libitum, so that animals did not have
physical contact with acetone. 4 mL of pure acetone (C3HgO,
molecular weight: 58.09, Sigma) was placed on a cotton in a glass
in the inhalation chamber. Two silicone hoses (1 m length, 1 cm
diameter) placed into two sides of the inhalation chamber allow a
passive ventilation during the acetone exposure period.

2.5. Behavioral experiments

Olfactory sensitivity was evaluated on groups 1 and 2 every 2
weeks (from WO to W8) using a corridor-shape maze (60 cm in
length, 7 cm in breadth, 7 cm in height) as in a previous work
(Buron et al., 2007). In both extremities, a watch-glass was placed
with a filter paper with either 190 L of distilled water (control
area), acetone (thinning: 10% acetone, 90% water), male OF-1 mice
urine (obtained just before the behavioral tests: the animal was
held by the scruff of the neck over a plastic funnel and gently
applying pressure to the abdomen, as processed in classical studies
using urine) or butanol (thinning: 10% butanol, 90% water). The
odorant and control were randomly distributed in the right and left
arm at each test. After each test, corridor-shape maze was carefully
washed with alcohol and dried. Each mouse was placed at the
middle of the corridor-shape maze and allowed to move freely for
3 min. Movements of mice were video recorded and analysed with
Ethovision Noldus software, a video tracking system for automa-
tion of behavioral experiments. Data collected concerned the total
time spent by mice in each half part of the corridor (named “odor”
compartment and “water” compartment).

2.6. Histological studies

2.6.1. Dissection and tissues preparation

Every 2 weeks, two mice from group 3 were sacrificed. Mice
were injected intraperitoneally with 1 mL of chloral 3 M. After
decapitation, the whole nasal cavity tissue was collected from the
tip to the ending connexion with the olfactory bulb. The OE was
removed and disconnected from the respiratory epithelium. Then
OE (as a one-piece intact tissue) was fixed by immersion in 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS1x) for 12 h at
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4 °C. The fixed tissue was rinsed twice with PBS1x for 20 min and
decalcified by immersion in decalcifying solution/medium (com-
position: 10% hydrochloric acid) for 12 h. Then the tissue was
rinsed twice with PBS1x for 20 min and embedded in paraffin, with
respect to the initial orientation of the OE. Transverse serial
sections of 10 um were cut on a microtome and placed on gelatine-
coated slides.

2.6.2. Coloration

The gelatine-coated slides were deparaffinized and re-
hydrated. The re-hydrated sections were stained with hematoxylin
for 1 min, dehydrated and mounted in histolaque.

2.6.3. Histological measurements

The whole OE of each mouse sacrificed was divided in 3 zones
according to the initial orientation (anterior, medial and posterior
OE). Nine slides for each zone were taken for histological
measurements or immunohistochemistry. So, 27 sections for each
animal (9 slides per 3 zones) were analysed with Lucia G software,
observed under a microscope (Leitz orthoplan, 40x enlargement)
and treated in a systematic approach. Two parameters were
collected in the middle of both ventral-dorsal and medial-lateral
axes of each slide. First, OE thickness was measured from the basal
lamina to the apex (see Fig. 7) by examining the structure of the
hematoxylin-stained olfactory mucosa. Second, the number of
stained nuclei was counted for an area of 1000 wm?. In order to
address this fixed area, the maximum height available on tissue
(including the whole OE from the basal lamina to the apex) was
considered and the length was adapted by the software to fix
1000 pwm?.

2.7. Immunohistochemistry

2.7.1. Tissue preparation

The gelatine-coated slides were deparaffinized and re-
hydrated. The slides were first rinsed in PBS1x, treated with
0.1% Triton X-100 during 30 min and rinsed again in PBS1x. Tissues
were blocked for 10 min with 1% bovine serum albumin (BSA) and
30 min with vector mouse blocking reagent in PBS1x (used to block
endogenous mouse antibody in the tissue section). Tissues were
then incubated for 20 h at 4 °C under wet atmosphere with anti-
olfactory marker protein (1:200, Wako Chemicals, Richmond, VA,
USA) combined with anti-proliferating cell nuclear antigen
(monoclonal antibody, 1:50, Chemicon International) diluted in
1% BSA. The slides were rinsed with PBS1x and incubated for 2 h at
room temperature with secondary antibodies conjugated with
fluorescein isothiocyanate (FITC, 1:100, Dako) for the OMP
detection and with tetra-methyl rhodamine iso-thio-cyanate
(TRITC, 1:100, Sigma-Aldrich) for the PCNA detection. Finally,
slides were rinsed again with PBS1x and mounted.

2.7.2. Immunohistochemical measurements

To evaluate the number of mature olfactory sensory cells, OMP-
positive cells were counted for an area of 1000 m? in the main-
body of OE. To observe cell proliferation in the OE, immunor-
eactivity to PCNA, a widely used marker for cell proliferation, was
measured. As proliferative cells originate from the basal layer and
replace degenerating cells in the whole epithelium, we quantified
PCNA-positive cells in two localizations, i.e. the basal layer close to
the basal lamina, and the main-body (see Fig. 7). PCNA-positive
cells were quantified for an area of 1000 pwm? in the main-body of
OE, and for a length of 500 pm in the basal layer.

2.7.3. Image acquisition and processing
The slides were examined using Olympus BX 51 microscope
equipped with Olympus camera DP5 and Analysis software.

2.8. Statistical analysis

Data were analysed by analysis of variance (ANOVA) with
repeated measures and post hoc were made with Scheffé tests,
using Statview 5.0 statistical software. The data were expressed as
means of total duration (in s) & standard errors. p-Values of less than
0.05 were considered significant. The non-significant analyses were
noted as ns.

3. Results
3.1. Behavioral measures of olfactory function

For acetone (Fig. 2), the 2 (group) x 5 (week) ANOVA with
repeated measures revealed a group effect [F(1,171)=25.27,
p <0.0001], a week effect [F(4,116)=2.761, p<0.03] and a
significant interaction between both factors [F(4,684)=2.759,
p < 0.03]. Post hoc Scheffé tests showed no difference between
control and exposed animals at WO before exposure [F(28) = 0.034,
ns] but significant differences between both groups during
exposure at W2 [F(28)=7.123, p<0.01] W4 [F28)=5.593,
p <0.03] and after exposure at W6 [F(28)=16.57, p < 0.0004]
and W8 [F(28) = 8.878, p < 0.006].

For butanol (Fig. 3), the 2 (group) x 5 (week) ANOVA with
repeated measures revealed no significant group effect
[F(1,171)=1.49, ns] but a week effect [F(4,116)=3.145,
p < 0.01]. No significant interaction was observed between both
factors [F(4, 684) = 0.525, ns].

For urine (Fig. 4), the 2 (group) x 5 (week) ANOVA with
repeated measures revealed no group effect [F(1,171) = 0.228, ns],
no week effect [F(4, 116) = 1.61, ns] and no significant interaction
between both factors [F(4, 684) = 1.09, ns].

3.2. Histological measurements

Regarding the total number of cells in OE, the ANOVA revealed a
significant effect of week factor [F(4, 265) = 62.087, p < 0.0001].
Post hoc Scheffé tests showed a significant decrease in number of
cells at W2 (Fig. 5). At W4, the cellular density increased, remained
stable at W6 and finally increased again at WS8.

Regarding the thickness of OE, the ANOVA revealed a significant
effect of week factor [F(4,265)=21.625, p < 0.0001]. Post hoc
Scheffé tests showed a stable thickness between WO and W2. Then
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Fig. 2. Behavioral sensitivity to acetone evaluated in corridor-maze divided in two
compartments (acetone and control). Evolution of the mean time spent by control
group (n = 10) and exposed group (n = 20) of animals in acetone compartment (vs
control compartment) before (WO0), during (W2, W4) and after (W6, W8)a 5 h/day—
5 days/week acetone exposure (ns: non-significant; *p < .05).
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Fig. 3. Behavioral sensitivity to butanol evaluated in corridor-maze divided in two
compartments (butanol and control). Evolution of the total time spent by control
group (n=10) and exposed group (n=20) of animals in butanol compartment
before (W0), during (W2, W4) and after (W6, W8) a 5 h/day—5 days/week acetone
exposure. Statistical analyses showed no group effect.

significantly, it decreased at W4, increased at W6 and decreased
again at W8 (Fig. 6). The values at W8 were not significantly
different to those recorded at WO.

3.3. Immunohistological evaluation

OMP is expressed nearly exclusively in mature olfactory
sensory cells (Farbman and Margolis, 1980; Margolis, 1982;
Menco, 1989). Immunological studies with anti-OMP (Figs. 7
and 8) revealed no significant difference in OMP immunopositive
olfactory sensory cells before (W0), during (W2-W4) and after
(W6-WS8) the exposure [F(4, 40) = 0.847, ns].

PCNA acts as an auxiliary protein to DNA polymerase delta. The
ANOVA revealed a significant effect of week factor
[F(4,40) =24.495, p < 0.0001] concerning the number of PCNA-
positive cells in the basal layer of OE. Post hoc Scheffé tests showed
a significant decrease during the acetone exposure period (W2-
W4) and at the middle of post-exposure period (W6). This number
increased at the end of the experiment (W8) (Fig. 7 and Fig. 9) and
recovered control values. Furthermore, the following anecdotal
finding must be noted: at the middle of acetone exposure (W2),
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Fig. 4. Behavioral sensitivity to urine evaluated in corridor-maze divided in two
compartments (urine and control). Evolution of the total time spent by control
group (n = 10) and exposed group (n = 20) of animals in urine compartment before
(W0), during (W2, W4) and after (W6, W8) a 5 h/day—5 days/week acetone
exposure. Statistical analyses showed no group effect.
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Fig. 5. Evolution of total cell number of the whole OE before (WO0), during (W2, W4)
and after (W6, W8)a 5 h/day—5 days/week acetone exposure: significantly lower at
W2, and significantly higher at W4, W6 and WS8.
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Fig. 6. Evolution of the olfactory epithelium thickness before (WO0), during (W2, W4)
and after (W6, W8) a 5 h/day—5 days/week acetone exposure: no week effect
although a decrease at W4 and an increase at W6 appeared.

some PCNA-positive cells were identified consistently across
sections in the OE main-body (see Fig. 7F) of both animals
sacrificed, which was never the case at W0, W4, W6 and W8.

4. Discussion

In the present study, the effects of subchronic acetone exposure
on OE of mice were evaluated. Results showed modifications of
olfactory functions revealed by three concomitant analyses, i.e.
behavioral, histological and immunohistochemical analyses.

From a behavioral point of view, data showed a decrease of the
time spent in the acetone compartment during (W2-W4) and after
(W6-W8) exposure. No such effect was observed for butanol odor
and urine odor. These findings suggested an increasing avoidance
to acetone odor possibly due to sensitization insofar as acetone is a
well-known trigeminal nerve stimulant. The behavioral data
concerning butanol (a mixed olfactory/trigeminal nerve stimulant
with a low power of irritation) and urine (a conspecific cue acting
specially via the accessory olfactory system) suggested no
olfactory sensitivity changes in relation to acetone exposure.

From an histological point of view, the number of OE cells
(whatever their phenotype) decreased during the exposure (W2).
At the end of the acetone exposure period (W4), a significant
increase occurred and the number of cells remained stable during
the post-exposure period (W6-W8). Moreover, results showed
delayed modifications of the OE thickness (during W4/W6)
compared to the global cellular densities dynamics. At the end
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Fig. 7. Structural and immunochemical investigation of olfactory epithelium of mice. (A) Hematoxylin staining showing the structure of the epithelium. Note that the shape of
nuclei is different according to the cell-layers; i.e. cells of the basal layer show an elongated-shaped nucleus (e-s) and the cells of the main-body layer show a circular-shape
(c-s) nucleus (60 x magnification). (B, C and D) OMP-positive cells at respectively W0, W2 and W8 (40 x magnification). (E, Fand G) PCNA-positive cells at respectively W0, W2

and W8 (40x magnification).

of the post-exposure period (W8), the OE thickness came back to
the normal level (WO0).

From an immunohistological point of view, the OMP-(in main-
body of OE) and PCNA- (in the basal layer and in the main-body of
OE) positive cells were quantified. During the whole experiment,
the number of OMP-positive cells remained stable, showing no
effect of acetone exposure on mature olfactory neurons. In
contrast, the number of PCNA-positive cells rapidly decreased
during acetone exposure (W2-W4) in the basal layer. These results
indicated a decrease of the mitotic activity of progenitor cells,
known to be located in OE basal layer. Concerning the main-body
layer, no PCNA-positive cells were found during the experiment,
except at W2.

Taken together, these findings showed that acetone exposure
had an impact on nasal chemosensory functions in mice and
induced selective cell damage. Olfactory neuroreceptors were not

altered whereas the sustentacular cells may be affected. The
presence of PCNA-positive cells in the main-body at W2 showed
that the OE started a mitotic activity as earlier as the beginning of
the acetone exposure. The evolution of PCNA-positive number cells
during acetone exposure explained modifications observed in OE
thickness during the post-exposure period. Indeed, the increasing
number of PCNA-positive cells at W2 could be related to the
increase of total number of cells at W4. PCNA-positive cells may
give rise to new cells that had to be inserted in the OE. This
observation could explain the disorganization of OE and the
thickness increase at W6.

These findings are in agreement with the previously published
works (World Health Organization, 1985) indicating a neurotoxic
effect associated with exposure to acetone. Previous studies have
reported that acetone was harmful only to the central nervous
system (American Conference of Governmental Industrial Hygie-
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Fig. 8. Evolution of the number of OMP-positive cells in wholebody of olfactory
epithelium before (WO0), during (W2, W4) and after (W6, W8) a 5 h/day—5 days/
week acetone exposure: no week effect.
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Fig. 9. Evolution of the number of PCNA-positive cells in the basal layer of olfactory
epithelium before (WO0), during (W2, W4) and after (W6, W8) a 5 h/day—5 days/
week acetone exposure: significant decrease at W2, W4, W6, and recovered control
values at W8.

nists, 1991; Schaumburg et al., 1992). However, irritative effects of
acetone vapor on olfactory mucosa were mainly studied in humans
using symptom questionnaires and psychological measurements
(Arts et al., 2002). Other studies (Morrow et al., 1990; Ukai et al.,
1994) reported neurotoxic syndromes (i.e. mood disorders,
memory difficulties, headaches) which indicated the presence of
diffuse brain function impairment resulting from exposure to
organic solvent mixture, e.g. toluene, methyl ethyl ketone,
isopropyl alcohol ethyl or acetate.

In the present study, acetone subchronic exposure leads to
behavioral, histological and immunohistological modifications in
mice peripheral nervous system. These findings are in agreement
with the study of Calder6n-Garciduefias et al. (1998) showing that a
local exposure of the nasal tissue to chemicals during inhalation may
affect the longevity of OE cells. These results are also in agreement
with other studies conducted with several chemicals. Indeed, an
increasing number of chemicals are now known to induce extensive
morphological changes in the rodent olfactory mucosa (Gaskell,
1990; Renne et al., 2007). Several classes of chemicals have been
clearly implicated in altering the smell ability. For instance, an
exposure to organic compounds, in particularly solvents like styrene
(Cruzan et al., 2002), chloroform (Kasai et al., 2002) or dibasic esters
(Hardisty et al., 1999) resulted in toxicity of nasal olfactory cells.

From an immunohistochemical point of view, the analyses of
phenotype of cells showed that only basal cells were clearly
affected whereas the number of mature neurons stayed
unchanged. The decrease of the number of PCNA-positive cells

indicated a decrease of the mitotic activity of basal cells, and not a
cellular death. In addition, we hypothesize a loss of sustentacular
cells rather than olfactory neurons. This kind of OE alteration has
not been extensively described. The results of the present study are
in agreement with those of Evans et al. (1995) showing a
significant loss of the sustentacular cells after nickel exposure,
with a slightly reduction of olfactory mature neurons. In contrast,
other studies, conducted with ethanol, isobutyraldehyde or
styrene, have revealed that the main cell type affected was the
mature neurons by apoptosis (Vent et al., 2004 ) or necrosis (Cruzan
et al., 2001) processes.

It is well known that solvents, owing to their lipophilicity, can
readily cross the nasal mucosa and penetrate underlying cellular
membranes (Doty and Hastings, 2001). Solvents can also enter the
bloodstream through the nasal capillaries and can cross the blood-
brain barrier, producing in extreme cases atrophy of central brain
structures (Hormes et al., 1986). The recovery of structural
integrity and epithelium functionality depends to some degree
upon how the tissues beneath the basement membrane are
damaged, especially the lamina propria. Uraih et al. (1987) have
showed that the Bowman’s glands located in the lamina propria are
critical in the efficient and complete regeneration of the epithelium
in animals exposed to toxic substances affecting the olfactory
system. In this regard, an evaluation of the number of Bowman'’s
glands during and after acetone exposure would give information
about the processes implied in OE recovery.

Some studies have showed that effects observed on olfactory
mucosa after pollutant inhalation are dose- and time-dependent
(Newton et al., 2002; Katagiri et al., 2000). Indeed, the degree and
depth of injury is specific for each compound. Therefore,
modifications of acetone concentrations and time of exposure
will be interesting to compare results and determine the mode of
action of acetone. Furthermore, it must be noted that acetone
exposure effects on the OE and peripheral olfactory system are
probably not the only cause of sensitivity distortion. Future
research could consider that the olfactory bulb, as the first relay for
olfactory information which projects to central structures, could
suffer of damage insofar as Bahrami et al. (2000) have demon-
strated that a single dose of methylsulfonyl-2,6-dichlorobenzene
produced persistent lesions in the olfactory bulb of mice. Finally,
the present study focused on the effect of acetone on OE in mice.
However, inhalation exposure targets the upper respiratory tract
as well as the lung, the liver and the kidney. A number of studies
have demonstrated effects of several chemicals, i.e. chloroform
(Larson et al., 1994), styrene (Cruzan et al., 2002) or sulfur dioxide
(Meng and Liu, 2007) on these organs. In this way, future research
may be focused on the accessory olfactory system. This chemical
system is composed by vomeronasal organ (VNO), a bilateral
tubular structure inserted in a cartilaginous capsule and located at
the base of the nasal septum (Boehm, 2006). The structure of the
VNO epithelium is similar to that of the main olfactory system. The
vomeronasal system plays a role in detection of biologically
relevant odors, like pheromones which are found in rodent urine.
The present study revealed that acetone exposure had no effect on
olfactory sensitivity for urine odor in mice. As the pheromonal
signals are processed at the same time by the main and accessory
olfactory systems (Touhara, 2007) and as only few studies (Gaafar
et al.,, 1998) have been conducted on pollutant effects on the
vomeronasal epithelium, future research may be focused on the
effects of chemical exposure on both olfactory and vomeronasal
epithelium in order to describe and specify the effects of pollutant
exposure on rodent’s nasal cavity.
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Abstract

Olfactory neuroreceptors have the capacity to regenerate continuously along the lifespan by
neurogenesis processes starting with progenitor cells close to the basal lamina. The cellular
turnover into olfactory neuroepithelium may be modified by environmental stimuli insofar as
nasal mucosa is directly in contact with airborne chemicals. However, few studies have been
focused on selective changes, especially those concerning mature olfactory neurons and basal
cells during specific inhalation exposure. Among chemicals, solvents are known to induce
changes in smell abilities and concomitant histological and cellular modifications related to
the type of molecule, concentration and time of exposure.

This study was designed to characterize smell sensitivity (using behavioral tests) and
immunohistochemical effects on olfactory neuroepithelium induced by pyridine exposure in
mice. Olfactory marker protein (OMP) and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) were
used to characterize respectively mature olfactory neurons and basal cells. Results showed that
inhalation exposure to pyridine had no impact on smell sensitivity whatever the concentration
used and the time of exposure. These findings were concomitant to immunohistochemical
measurements showing the same cellular kinetic whatever the condition of exposition to
pyridine, i.e. an increase of OMP-positive cells and a decrease of PCNA-positive cells as early
as the beginning of exposure and cell amounts remained stable at this level until the end of
exposure. These findings suggest that pyridine could have the property to rapidly activate a
cellular turnover from basal cells without cell damage. Rather than toxic effects, the present

findings suggest that the metabolites of pyridine might have cell cycle inhibitory properties.

Key words: Pyridine - Olfactory neuroepithelium - Behavioral sensitivity - OMP - PCNA.
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Introduction

Volatile molecules and airborne chemicals enter the nose and can interact with
olfactory neuroepithelium in the nasal cavity. Specially, exposure to pollutant or toxic
substances can induce adverse health effects but few studies have been devoted to the
impact on olfactory functioning (Gobba, 2003). In rodents, the peripheral part of the
main olfactory system is a pseudo-stratified neuroepithelium located in the posterior
nasal cavity lining the cartilaginous turbinates and septum. Six morphologically and
biochemically distinct cell types have been described (Carr et al., 1991; Holbrook et
al., 1995): olfactory sensory neurons, globose basal cells, horizontal basal cells,
supporting cells, microvillar cells and duct cells of Bowman’s gland. Among them,
olfactory sensory neurons (Buck and Axel., 1991; Buck, 2000) constitute the receptor
cells for odorant molecules involved in the processes of signal transduction using G
protein-coupled receptors located on ciliated dendrites. As olfactory neurons are
directly in contact with toxic molecules and can regenerate continuously, an
evaluation of the effects on olfactory neuroreceptors and sensitivity appears as a
complementary tool to long-term chronic effect studies. Indeed, olfactory
neuroreceptors are replaced throughout the lifespan (Farbman, 1990) as well as
following destruction (Burd, 1993; Ducray et al., 2002; Giannetti et al., 2004; Herzog
and Otto, 1999) by a neurogenic process starting with progenitor cells, named basal
cells, located close to the basal lamina (Carter et al., 2004).

Many chemicals have neurotoxic properties and a large variety of volatile chemicals
have been reported to induce histopathological changes in the olfactory mucosa of
rodents (Bogdanffy et al., 1997; Lomax et al., 1997; Monticello et al., 1990).
Specifically, organic solvents have been considered as a major source of impairment
(Schwartz et al., 1990). Experimental studies using inhalation exposure to solvents
reported lesions into the olfactory neuroepithelium, i.e. acrylate (Schwartz et al.,
1989), styrene (Cruzan et al.,, 2001), glutaraldehyde (Gross et al., 1994),
perchloroethylene (Aoki et al., 1994), chloroform (Kasai et al., 2002). Recently, it has
been shown that toluene induced morphological and histological changes in the mouse
olfactory mucosa (Jacquot et al., 2006), but recovery of chemosensory function
appeared to occur rapidly after the end of exposure. Another study (Buron et al.,

2008), showed that morphological and histological changes of olfactory epithelium
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were not linked to changes of OMP-positive number cells, before, during and after
acetone exposure.

Pyridine (CsHsN) is an organic, colorless liquid belonging to the heterocyclic amines
widely used as a solvent and intermediate in the production of piperidine, agricultural
chemicals, drugs, dyestuffs, paints, rubber products, polycarbonate resins and textile
water-repellents, as well as in laboratory activities. Pyridine can also be formed from
the breakdown of many natural materials in the environment. This volatile solvent has
been identified is tobacco and cigarette smoke (Green and Rodgman, 1996; Baker and
Bishop, 2004). Pyridine is adsorbed by inhalation, ingestion or cutaneous exposure
(Reinhardt and Brittell, 1981). Concerning inhalation, toxicological studies in rodents
have used lethal concentration (Smyth et al., 1951; Vernot et al., 1977) or suchronic
exposures (Kristesashvili, 1965; Perov, 1973). Only one work (Nikula and Lewis,
1994) focused on the immunohistochemical effects on olfactory mucosa and showed
epithelial lesions including vacuolar degeneration of sustentacular cells, loss of
olfactory neurons and presence of intraepithelial luminal structures for pyridine
concentrations ranged from 5 to 444 ppm.

As the effects of pyridine exposure on olfactory function in rodents are not well-
described, this work was designed to compare sensitivity and olfactory neuroreceptors
modifications during a short period/high concentration exposure and a long period/low
concentration pyridine exposure. Pyridine was also chosen for this study because of its
large production volume and its wild use in a variety of food, medical, and industrial
products. Furthermore, inhalation is the primary route of exposure to pyridine
(Reinhardt and Brittell, 1981). In order to clarify the potential toxic effects of pyridine
on olfactory epithelium of mice, the present study used two complementary
approaches. First, behavioral tests using corridor-shape maze were conducted in order
to evaluate olfactory sensitivity. Second, immunohistochemical observations were
carried out to provide information about the evolution of olfactory mature neurons and
proliferative cells by using specific markers, respectively olfactory marker protein
(OMP) and proliferating cell nuclear antigen (PCNA). OMP is expressed nearly
exclusively in mature olfactory sensory cells (Farbman and Margolis, 1980; Margolis,

1982; Menco, 1989) and PCNA acts as an auxiliary protein to DNA polymerase delta.
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Materials and Methods

1- Animals

Experiments were conducted with 40 naive OF-1 female mice (Charles River, Paris,
France), 3 month-old at the beginning of the study. Upon arrival at the animal facility,
mice were leg-tattooed for identification purposes and acclimatized for 2 weeks prior
to initiation of the study. Animals were housed in polycarbonate cages with stainless
steel wire lids. Water and food were available ad libitum. Animals were maintained
under a 12-h light/12-h dark cycle at 23-25°C under constant humidity. The study was
carried out in accordance with the “Guide for the Care & Use of Laboratory Animals”
(National Institute of Health, USA, 1985).

2 - Experimental design

A first experiment (short duration and high concentration of pyridine) was conducted
with a group of 20 mice (named group 1) during 8 weeks divided in two periods: 4
weeks of pyridine exposure followed by 4 weeks of post-exposure period. A second
experiment was conducted (long duration and low concentration of pyridine) with a
group of 20 mice (named group 2) different from the group 1, during 5 months of
pyridine exposure. In each group, 10 animals were used for the behavioral tests and 10
animals were used for immunohistochemical measurements.

3 - Pyridine exposure system

During the exposure periods, mice were placed in an inhalation chamber (long: 80 cm,
wide: 42 cm, deep: 41 cm, volume = 0.13 m3) 5 hours per day (from 9 a.m. to 2 p.m.),
5 days per week (from Monday to Friday). In the inhalation chamber, mice were let in
their cage with food and water ad [libitum, so that animals did not have physical
contact with pyridine. 1 mL for the first experiment and 15 pL for the second
experiment of pure pyridine (CsHsN, molecular weight: 79.10, Sigma) were placed on
a cotton in a glass into the inhalation chamber. Two silicone hoses (1 m length, 1 cm
diameter) located into opposite sides of the inhalation chamber allowed passive
ventilation during the pyridine exposure period.

4 - Gas chromatography analyses

Pyridine concentrations were measured in the inhalation chamber by gas
chromatography using a Micro GC (Varian-CP 4900). Samples of chamber’s air, taken
at 1 hour intervals, were injected and analysed at constant temperature (160°C) and

pressure (150 kPa) with helium as vector gas. As concentration was suspected to be
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not homogeneous in the chamber’s air, five complete tests of 5 hours were conducted
in different points, at the same height corresponding to the presence of animals. Data
were analysed with a standard of 100 ppm pyridine. For the first experiment (1 mL of
pyridine) the mean concentration was 3600 ppm and for the second experiment (15 uL
of pyridine) the mean concentration was 50 ppm.

5 - Behavioral experiments

Olfactory sensitivity was evaluated using a corridor-shape maze (60 cm in length, 7
cm in breadth, 7 cm in height). In both extremities, a watch-glass was placed with a
filter paper with either 190 uL of distilled water (no odorant area), and pyridine
(diluted at 10%) or butanol (control odor, diluted at 10%) as odorant area. The odorant
area was randomly distributed in the right and left arm at each test. After each test,
corridor-shape maze was carefully washed with alcohol. Each mouse was placed at the
middle of the corridor-shape maze and allowed to move freely for 3 minutes.
Movements of mice were video recorded and analysed with Ethovision Noldus
software, a video tracking system for automation of behavioral experiments. In the
present study data collected concerned the total time spent by each mouse in each half
part of the corridor. For the first experiment, data were recorded before pyridine
exposure (WO0), during the exposure period (W2 and W4) and during the post-
exposure period (W6 and W38). For the second experiment, data were recorded before
pyridine exposure (W0) and during the exposure period (W4, W8, W12, W16 and
W20).

6 - Immunohistochemistry

Dissection and tissues preparation

Two mice were sacrificed every two weeks for the first experiment (W0, W2, W4, W6
and W8) and every four weeks for the second experiment (W4, W8, W12, W16 and
W20). Data collected before exposure (W0) in the first experiment, were used for
comparison in the second experiment. Mice were injected intraperitoneally with 1 mL
of chloral 3M. Five minutes later, they were killed by decapitation and the whole nasal
cavity tissue was collected from the tip to the ending connexion with the olfactory
bulb. Olfactory epithelium was removed and disconnected from the respiratory
epithelium. Then, olfactory epithelium (as a one-piece intact tissue) was fixed by
immersion in 4% paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS1x) for 12 hours
at 4°C. The fixed tissue was rinsed twice with PBS1x for 20 minutes and decalcified

by immersion in decalcifying solution/medium (composition: 10% hydrochloric acid)
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for 12 hours. Then, the tissue was rinsed twice with PBS1x for 20 minutes and
embedded in paraffin, with respect to the initial orientation of the olfactory epithelium.
Transverse serial sections of 10 um were cut on a microtome and placed on gelatine-
coated slides.

The gelatine-coated slides were deparaffinized and re-hydrated. The slides were first
rinsed in PBS1x, treated with 0,1% Triton X-100 during 30 min and rinsed again in
PBS1x. Tissues were blocked for 10 min with 1% bovine serum albumin (BSA) and
30 min with vector mouse blocking reagent in PBS1x (used to block endogenous
mouse antibody in the tissue section). Tissues were then incubated for 15h at 4°C
under wet atmosphere with anti-olfactory marker protein (1:200, Wako Chemicals,
Richmond, VA, USA) combined with anti-proliferating cell nuclear antigen
(monoclonal antibody, 1:100, Chemicon International) in 1% BSA. The slides were
rinsed with PBS1x and incubated with anti-goat secondary antibody (1:1000) and anti
mouse secondary antibody (1:1000) for 2h at room temperature. The slides were
rinsed again with PBS1x and mounted.

Immunohistochemical measurements

To evaluate the number of mature olfactory sensory cells, OMP-positive cells were
counted for an area of 1000 um? in the main-body of OE. To observe cell
proliferation in the OE, immunoreactivity to PCNA, a widely used marker for cell
proliferation, was measured. PCNA-positive cells were quantified for a length of 500
um in the basal layer. Nine slides of each OE were used for counting.

Image acquisition and processing

The slides were examined and photographed using Olympus BX 51 microscope
equipped with Olympus camera DP5 and Analysis software. All images were adjusted
with Adobe Photoshop software for contrast and brightness to equilibrated light levels.
7- Statistical analyses

Data were analysed by analysis of variance (ANOVA) with repeated measures and
post hoc were made with Scheffé tests, using Statview 5.0 statistical software. The
data were expressed as means + standard errors. P-Values of less than 0.05 were

considered significant. The non-significant analyses were noted as ns.
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Results

1- Behavioral measures of olfactory sensitivity

Results for the first experiment are reported in Fig. 1. The 5 (week) x 10 (animal)
ANOVA showed a no significant effect of week factor concerning pyridine odor
[F(4,36) = 1.66, ns] as well as butanol odor [F(4, 36) = 0.91, ns].

Results for the second experiment are reported in Fig. 2. The 6 (week) x 10 (animal)
ANOVA showed no significant effect of week factor concerning pyridine odor

[F(5,45) = 0.98, ns] as well as butanol odor [F(5, 45) = 1.22, ns].

2- Immunohistochemical evaluation

Results for the first experiment are reported in Fig. 3 & Fig. 4.

The 5 (week) x 18 (slide) ANOVA with repeated measures revealed a significant week
effect on the number of OMP-positive cells [F(4,68) = 16.89, p<0.0001] in the main-
body olfactory epithelium. Post hoc Scheffé tests showed that the number of OMP-
positive cells increased significantly during exposure (W2 and W4) and remained
stable to the W4 level during the post-exposure period (W6 and WS).

The 5 (week) x 18 (slide) ANOVA with repeated measures revealed a significant week
effect on the number of PCNA-positive cells [F(4,68) = 28.89, p<0.0001] in the basal
layer of olfactory epithelium. Post hoc Scheffé tests showed that the number of
PCNA-positive cells decreased significantly at the middle of exposure period (W2)
and remained stable to the W2 level at the end of exposure period (W4) as well as

during the post-exposure period (W6 and W8).

Results for the second experiment are reported in Fig. 5 & Fig. 6.

The 6 (week) x (18 slide) ANOVA with repeated measures revealed a significant week
effect on the number of OMP-positive cells [F(5,85) = 13.95, p<0.0001] in the main-
body olfactory epithelium. Post hoc Scheffé tests showed that the number of OMP-
positive cells increased significantly at the beginning of exposure (W4) and remained
stable until the end of exposure (W8, W12, W16 and W20) to a level slightly lower
than W4 but strongly higher than the WO level.

The 6 (week) x (18 slide) ANOVA with repeated measures revealed a significant week
effect on the number of PCNA-positive cells [F(5,85) = 22.45, p<0.0001] in the basal
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layer of olfactory epithelium. Post hoc Scheffé tests showed that the number of
PCNA-positive cells decreased significantly at the beginning of exposure period (W4)
and remained stable to the W4 level until the end of exposure period (W8, W12, W16
and W20).

Discussion

From a behavioral point of view, data showed that inhalation exposure to pyridine in a
female mice group induced no significant modifications of sensitivity to pyridine and
butanol whatever the concentration used and the time of exposure.

From an immunohistochemical point of view, data showed a similar evolution in the
number of cells in both experiments. The OMP-positive cells quantified in the main-
body of olfactory epithelium, increased strongly as early as the beginning of pyridine
exposure in the same way for both experiments, independently of concentration and
time of exposure, i.e. to reach a maximum at W4. This enhanced number was
maintained five months without significant changes (second experiment).
Interestingly, any decrease of OMP-positive cells was observed in the 4 weeks post-
exposure period (first experiment). The PCNA-positive cells quantified in the basal
layer, decreased strongly as early as the beginning of pyridine exposure, i.e. W2 in the
first experiment and W4 in the second experiment. This low number was maintained
five months without significant changes (second experiment). In the first experiment,
the low number at W2 was maintained at W4 (end of exposure) as well as during the 4
weeks post-exposure period.

The findings indicated that pyridine inhalation exposure, whatever the concentration
used and the time of exposure induced no damage on mature olfactory neurons,
contrary to most solvent exposure studies. Rather than a loss, the present study
observed a significant increased number of olfactory neuroreceptors according to
behavioral sensitivity measurements which also appeared not altered. These results
suggest that pyridine inhalation induces an enhancement of neurogenesis from local
neuronal progenitors (Crews and Hunter, 1994). It is well known that olfactory
neuroreceptors regenerate regularly along the lifespan as well after specific destruction
such as intranasal ZnSO, treatment (Ducray et al., 2002). Intranasal perfusion of zinc
sulfate leads to transient anosmia (McBride and Slotnick, 2003) and the cellular loss

concerned principally the olfactory neuroreceptors due to necrosis and apoptosis
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processes (Ducray et al., 2002) coupled with a reduction in the c-fos protein
expression (Keller et al., 2006). In the case of pyridine inhalation, it can be
hypothesized an increased neurogenic process without necrosis or apoptosis induction.
In rats, the studies using pyridine exposure generally reported no histopathological
changes in the olfactory epithelium (Smyth et al., 1951; Kristesashvili, 1965; Perov,
1973; Vernot et al., 1977), except the work of Nikula and Lewis (1994) which
reported a loss of olfactory neurons following pyridine exposure. However, the results
of the present study are in agreement with the same work of Nikula and Lewis (1994)
concerning PCNA-positive cells. The decreased number of PCNA-positive cells
indicated a reduction of the mitotic activity and not a cellular death of basal cells.
These findings are in agreement with other studies such as those of Evans et al. (1995)
after nickel exposure, but could appear inconsistent with the increased number of
OMP-positive cells at the same time. It can be hypothesized that the PCNA-positive
cells induced a turnover of OMP-positive cells at the early beginning of exposure (i.e.
probably during W1, not investigated) corresponding to the increased number of
mature olfactory neurons and logically a decreased number of basal cells in the second
week of exposure period (i.e. W2, investigated). In addition, pyridine was quickly
transformed into the nasal mucosa as suggested by the present study showing no dose-
dependent effect. Specifically, pyridine is metabolized by cytochromes P450, 2E1 and
4B (Kim et al., 1990; 1991) and the levels of several isozymes of cytochromes P450
have been shown to increase in the nose (Reddy et al., 1992) - as well as in the liver
(Hotchkiss et al., 1993) - after pyridine inhalation exposure including 1A1 and 1A2 in
nasal tissues. In the present study, considering the lack of alteration in olfactory
sensitivity and similar cellular dynamics whatever the amount and duration of
exposure, it can be hypothesized that pyridine has an effect on cell pathways leading
to a rapid cell cycle induction. Hence, it would be relevant to investigate kinase
pathways leading to the activities of proteins involved in the cell cycle regulation into
olfactory epithelium (Legrier et al., 2001) in the first hours after pyridine inhalation.
However, considering that pyridine could be rapidly metabolized by cytochrome
activity, the derivative compounds could be secondarly lead to cell disruption such as
cell cycle inhibition as already shown (Franzén et al., 2006).

The opposite evolution observed for OMP- and PCNA-positive cells during the first
four weeks of experiment, would confirm the possibility - insofar as after ZnSO, nasal

treatment - that the neuroepithelium is able to achieve a total recovery in four weeks.
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In order to clarify the cell signalling that lead to neurogenesis of olfactory epithelium
after chemical inhalation, it would be relevant in further research to focus on the
regulation of trophic factors such as retinoic acid, FGF, TGF or PGF in basal cells
(Asson-Batres, 2003; Newman et al., 2000).

Several published experiments have been focused on the histopathological changes in
the rodent olfactory epithelium after inhalation of chemicals (Gaskell, 1990; Renne et
al., 2007) associated with changes in the smell abilities. Among chemicals, the
findings based on solvent exposures frequently resulted in toxicity of nasal olfactory
cells, e.g. styrene (Cruzan et al., 2001; 2002), chloroform (Larson et al., 1994; Kasai et
al., 2002), furfuryl alcohol (Irwin et al., 1997) or dibasic esters (Hardisty et al., 1999)
and ultrastructural changes of olfactory epithelium, number of cells and thickness, e.g.
toluene (Jacquot et al., 2006) or acetone (Buron et al., 2008). However, few studies
have investigated more than one cell phenotype in the same exposure experiment. For
instance, studies conducted with ethanol, isobutyraldehyde or styrene have revealed
that the mature neurons were the main cell type affected by apoptosis (Vent et al.,
2004) or necrosis (Cruzan et al., 2001) processes. In contrast, it has been recently
shown that the number of OMP-positive cells remained stable during acetone
exposure, showing no effect on mature olfactory neurons (Buron et al., 2008) although
the number of PCNA-positive cells decreased as early as the beginning of exposure.
From a functional point of view, solvents owing to their lipophilicity, can readily cross
the nasal mucosa and enter underlying cellular membranes (Doty and Hastings, 2001),
especially in the lamina propria. For instance, Uraih et al. (1987) showed that the
Bowman’s glands located in the lamina propria were critical for an efficient and
complete regeneration of the olfactory epithelium in animals exposed to toxic
substances affecting the olfactory system. Nevertheless, it has been shown that the
Bowman’s glands can degenerate following toxic exposure such as benzene inhalation
(Brittebo et al., 1990). In the same way, future research could determine the role of
sustentacular cells in the processes of degeneration or regeneration following solvent

exposure in nasal tissue (Pixley et al., 1997).
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Fig. 1. Behavioral sensitivity to pyridine and butanol odors evaluated in corridor-maze
divided in two compartments (odor and water). Evolution of the mean time spent by
mice (N=10) before (W0), during (W2, W4) and after (W6, W8) a Sh/day — 5
days/week pyridine exposure. No significant week effect.
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Fig. 2. Behavioral sensitivity to pyridine and butanol odors evaluated in corridor-maze
divided in two compartments (odor and water). Evolution of the mean time spent by
mice (N=10) before (WO0) and during (W4, W8, W12, W16, W20) a Sh/day — 5
days/week pyridine exposure. No significant week effect.
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Fig. 3. Evolution of the number of OMP-positive cells in whole body and PCNA-
positive cells in the basal layer of olfactory epithelium before (WO0), during (W2, W4)
and after (W6, W8) a Sh/day — 5 days/week pyridine exposure.
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Fig. 4. Olfactory epithelium : Immunohistochemical illustration of OMP- (quantified
in the main-body) and PCNA- (quantified in the basal layer) positive cells evolution
before (W0) during (W2, W4) and after (W6, W8) pyridine inhalation exposure
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Fig. 5. Evolution of the number of OMP-positive cells in whole body and PCNA-
positive cells in the basal layer of olfactory epithelium before (W0) and during (W4,
WS, W12, W16 and W20) a Sh/day — 5 days/week pyridine exposure.
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W16

Fig. 6. Olfactory epithelium : Immunohistochemical illustration of OMP- (quantified
in the main-body) and PCNA- (quantified in the basal layer) positive cells evolution
before (W0) and during (W4, W8, W12, W16, W20) pyridine inhalation exposure
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Comparative Behavioral Effects Between Synthetic 2,4,5-
trimethylthiazoline (TMT) and the Odor of Natural Fox (Vulpes vulpes)
Feces in Mice

Gaelle Buron, Romain Hacquemand, Gregory Pourie, Annie Lucarz, Laurence Jacquot, and Gerard Brand

Université de Franche-Comté

Synthetic 2,4,5-trimethylthiazoline (TMT)—a component of red fox (Vulpes vulpes) feces—is frequently
used to induce unconditioned fear in rodents. Surprisingly, direct comparison between TMT and natural
fox feces odor is almost nonexistent. In this study, Experiment 1 compared the avoidance in relation to
TMT concentration, natural fox feces, and gender of fox and mice. Results show that the avoidance is
(a) higher with either pure or 50% TMT as compared to natural fox feces, whereas the difference is slight
with 10% TMT, and (b) significantly higher for the female mouse group compared to the male mouse
group with TMT as well as natural fox feces. In addition, no clear difference in effect was observed
between male and female fox feces. Experiment 2 compared behavioral parameters recorded as an index
of fear and anxiety, general activity, and avoidance in elevated plus-maze and open-field chamber
between 10% TMT and natural fox feces in relation to the estrus cycle of the mice. Results show no cycle
period effect—except for the avoidance parameter “distance to odorant”—and no different effects

between 10% TMT and natural fox feces except for freezing.

Keywords: TMT, fear, olfactory sensitivity, avoidance, fox odor

Fear is a neurobehavioral response induced by several threaten-
ing stimuli and constitutes an important adaptive system in a
majority of animal species. Fear can be derived from two different
mechanisms, the conditioned (learned) or unconditioned (un-
learned) fear (Rosen, 2004). While a number of studies have
detailed the neural basis of conditioned fear, the processes in-
volved in unconditioned fear are not entirely understood (Fendt &
Fanselow, 1999). Current knowledge of the neurobiological pro-
cesses of unconditioned fear is largely based on electric foot-shock
stimuli. Alternatively, in a large variety of animal species, the
detection of predators is mainly realized by the sense of smell, and
predator odors appear to be relevant signals (especially for
macrosmatic species such as rodents) to elicit innate fearful be-
havioral and physiological responses (Kats & Dill, 1998), in ad-
dition to classical electric foot-shock. Over the last decade, a
variety of experimental studies have used synthetic 2,4,5-
trimethylthiazoline (TMT) as a component of red fox odors to induce
unconditioned fear in rodents (Fendt, Endres, Lowry, Apfelbach, &
McGregor, 2005).

TMT is a volatile molecule naturally produced by the anal gland
secretions of the red fox and subsequently present in the feces of
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this species (Vernet-Maury, 1980). Synthetic TMT is known to
induce a number of behavioral and physiological responses in
rodents (Vernet-Maury, Polak, & Demael, 1984). Specifically, it
has been shown that TMT elicits fear behaviors, such as freezing
behavior, an immobility state in which all movements cease except
those necessary for breathing (Fendt, Endres, & Apfelbach, 2003;
Hotsenpiller & Williams, 1997), defensive burying (Holmes &
Galea, 2002), and avoidance reactions (Burwash, Tobin, Wool-
house, & Sullivan, 1998b). Moreover, TMT exposure enhances the
risk assessment behavior (Hebb et al., 2004), elicits endocrinal
modifications (Belzung, Elhage, Moindrot, & Griebel, 2001; Day,
Masini, & Campeau, 2004; Morrow, Elsworth, & Roth, 2002;
Morrow, Redmond, Roth, & Elsworth, 2000), reduces eating be-
haviors (Burwash et al., 1998b), and increases the startle response
(Hebb, Zacharko, Gauthier, & Drolet, 2003) in rodents.
However, as recently noted by Fendt et al. (2005), several
questions are unresolved in the use of TMT, and it is not defini-
tively known whether TMT is a specific-predatory cue or a nox-
ious stimulus. Some studies have compared TMT-induced and
natural predator odor-induced effects. These comparisons princi-
pally concerned TMT versus cat odor (Dielenberg & McGregor,
2001), which was collected by rubbing the cat or using a collar
worn over a long period of time around the cat neck. The findings
specifically failed to observe TMT-induced fear responses, such as
freezing (McGregor, Schrama, Ambermoon, & Dielenberg, 2002;
Morrow et al., 2002) or anxiety-like behavior in the elevated
plus-maze (McGregor et al., 2002; Zangrossi & File, 1992), con-
trary to natural cat odor. Moreover, studies comparing the defen-
sive behaviors induced by the odor of a live cat or cat fur or skin
odor indicated consistent agreement in a wide variety of defensive-
related assessments (Blanchard, Griebel, & Blanchard, 2003).
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However, similar studies using TMT were less consistent; some
investigations showed both positive and negative findings for
some particular behavioral effects, whereas others did not reveal
any TMT effect on the majority of the measures. Finally, TMT
consistently elicited avoidance.

While odor-induced fear behavior arouses increasing attention, few
studies have been devoted to the direct comparison between synthetic
TMT and the odor of natural fox feces from which it is derived.
Indeed, some studies have shown that the behavioral response is
dose-dependent (Endres, Apfelbach, & Fendt, 2005; Takahashi, Na-
kashima, Hong, & Watanabe, 2005) and that the avoidance level
influenced the anxiety-like responses in the same manner as the
increased intensities of electric foot-shocks did. To address the issue
of whether TMT induces specific avoidance, researchers have directly
compared TMT to the odor of natural fox feces. Moreover, because
the predator odor is produced by anal glands, it can be hypothesized
that there is a possible difference in relation to the sex of the odor
donor. Actually, it is known that anal gland secretions are qualita-
tively and quantitatively different between male and female, espe-
cially in predator species (Zhang et al., 2005).

Another question arising when fear and anxiety are tested is
whether physiological or behavioral responses can be influenced
by ovarian cycles in females (Marcondes, Miguel, Melo, &
Spadari-Bratfisch, 2001). For a long time, it has been shown that
olfactory sensitivity is modulated by the reproductive state
(Schmidt & Schmidt, 1980). In addition, situations generating
stress in mice attenuate a number of behaviors during diestrus,
whereas no effect is observed during estrus (Gao & Cutler, 1993);
anxiolytic drugs contribute to a reduction in this difference.

In the present work, the first experiment studied comparative
avoidance effects in relation to TMT concentration, sex of mouse,
and sex of fox in a preference—avoidance occupational zone test. A
second experiment compared behavioral effects (stress, general
activity, and avoidance) of 10% TMT and the odor of natural fox
feces in relation to the ovarian cycle.

Experiment 1

Materials and Methods
Subjects

Subjects were 20 (10 male, 10 female) adult OF-1 mice (Charles
River, Paris, France). Upon arrival at the animal facility, mice
were leg-tattooed for identification purposes and acclimatized for
2 weeks prior to initiation of the study. Mice were maintained
under a 12-hr light—dark cycle (testing conducted during the light
phase) at 23-25 °C under constant humidity; food and water were
available ad libitum.

Odorants

TMT was obtained from Acros Organics (Brussels, Belgium).
Dilutions (50% and 10%) were prepared with deionized water. Red
fox (Vulpes vulpes) feces were provided by fox farming (Agence
Francgaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Atton Station,
Nancy, France). Foxes were fed only dry dog food (Royal Canin
SA, Paris, France). Feces of male and female (anestrus period)
adults were taken within 10 hr after defecation.
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Behavioral Tests

We evaluated olfactory response to odorant using a corridor
maze (60 cm in length, 7 cm in breadth, 7 cm in height). Both ends
of the corridor contained a watch glass with a filter paper soaked
with either 5 pl of TMT (pure, diluted at 50% or 10%), or distilled
water (control space), or 3 g of fox feces. TMT odor, water, and
feces were randomly distributed in the right and left side at each
test, as well as in the order of testing. The corridor was carefully
washed with alcohol and dried between each animal passage. Each
mouse was placed at the middle of the corridor and then allowed
to move freely for 3 min. At each end of the corridor, a hydraulic
exhaust fan (2 L/min air) prevented the diffusion of odors beyond
the middle of the corridor.

Each test of 3 min (a short period to avoid habituation) was
conducted twice at different moments (1 hr separating the blocks).
Test-retest analyses showed no statistically significant differences
in any case, so data were considered for 6 min. The movements of
the mice were video recorded and analyzed with the EthoVision
video tracking system for automation of behavioral experiments
(Noldus, Wageningen, the Netherlands). Data collected concerned
the total time spent by each mouse in each half of the corridor. We
statistically evaluated data using paired Student 7-tests and analysis
of variance (ANOVA). We conducted post hoc analyses following
significant ANOVA effects using Scheffé tests.

Results
TMT Versus Water

Results are reported in Figures 1A and 1B. Mice significantly
avoided the TMT zone compared to the water zone whatever
concentration was used, pure (312 s vs. 48 s; #(38) = 23.03, p <
.0001), 50% diluted (296 s vs. 64 s; #(38) = 12,094, p < .0001),
and 10% diluted (227 s vs. 133 s; #(38) = 4.58, p < .0002). A 3
(concentration) X 2 (sex) ANOVA revealed a significant effect of
each variable, that is, concentration, F(2, 38) = 48.93, p < .0001,
and sex, F(1, 19) = 5.15, p < .03. No significant interaction was
observed between the variables, F(2, 38) = 0.366, ns.

Concerning gender effect, the avoidance of TMT was signifi-
cantly higher for the female compared to the male mouse group.
Concerning concentration effect, post hoc Scheffé tests did not
show any difference between pure and 50% TMT, F(18) = 0.886,
ns. In contrast, the avoidance was significantly higher for pure
TMT versus 10% TMT, F(18) = 26.336, p < .05, and for 50%
TMT versus 10% TMT, F(18) = 17.561, p < .05. It appeared that
10% TMT was a less repulsive condition than both pure and 50%
TMT, which induced no significantly different avoidance.

Feces Versus Water

Results are reported in Figures 2A and 2B. Mice avoided the
feces zone compared to the water zone containing either male,
115 s vs. 245 s, 1(38) = 3.98, p < .0008, or female fox feces
106 s vs. 254 s, t(38) = 4.95, p < .0001. A 2 (mouse sex) X 2
(fox sex) ANOVA indicated a mouse sex effect, F(1, 19) =
34.319, p < .0001, and no fox sex effect, F(1, 19) = 0.371, ns.
No significant interaction was observed between both variables,
F(1, 19) = 0.507, ns. The female mouse group presented an
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Figure 1. Comparison between occupation of 2.4,5-trimethylthiazoline
(TMT) and water zones for male (A) and female (B) mouse groups. n = 10
for each group. ““p < .0001. Error bars indicate the standard error of the
mean.

important avoidance of feces zones, whereas no difference
between feces zone and water zone occupation appeared in the
male mouse group.

TMT Versus Male Feces

Results are reported in Figures 3A and 3B. Mice significantly
avoided the TMT zone compared to the male feces zone whatever
the concentration used: pure, 302 s vs. 58 s, #38) = 15.23, p <
.0001; 50%, 299 s vs. 61 s, #(38) = 21.36, p < .0001; and 10%
diluted, 245 s vs. 115 s, = 6.51, p < .0001. A 3 (concentration) X
2 (sex) ANOVA revealed a significant effect of each factor, that is,
concentration, F(2, 38) = 16.36, p < .0001, and sex, F(1, 19) =
25.019, p < .0001. No significant interaction was observed be-
tween the variables, F(2, 38) = 0.188, ns.

1065

Concerning gender effect, the avoidance of TMT was signifi-
cantly higher for the female compared to the male mouse group.
Concerning concentration effect, post hoc Scheffé tests showed
that no difference was observed between pure TMT and 50%
TMT, F(18) = 0.039, ns. In contrast, the avoidance was signifi-
cantly higher for pure TMT versus 10% TMT, F(18) = 13.629,
p < .05; and for 50% TMT versus 10% TMT, F(18) = 12.215,
p < .05. It appeared that 10% TMT was a less repulsive condition
than both pure TMT and 50% TMT, which induced no signifi-
cantly different avoidance.

TMT Versus Female Feces

Results are reported in Figures 4A and 4B. Mice significantly
avoided the TMT zone compared to the female feces zone
whatever the concentration used: pure, 323 s versus 37 s,
1(38) = 30.92, p < .0001; 50%, 310 s vs. 50 s, #(38) = 14.95,
p < .0001; and 10% diluted, 275 s vs. 85 s, 1(38) = 9.89, p <
.0001). A 3 (concentration) X 2 (sex) ANOVA revealed a
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Figure 2. Comparison between occupation of fox feces (by sex) and
water zones for male (A) and female (B) mouse groups. n = 10 for each
group. ""p < .0001. Error bars indicate the standard error of the mean.
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Figure 3. Comparison between occupation of 2,4,5-trimethylthiazoline
(TMT) and male fox feces zones for male (A) and female (B) mouse

groups. n = 10 for each group. “p < .0001. Error bars indicate the
standard error of the mean.

significant effect of each variable, that is, concentration, F(2,
38) = 15.43, p < .0001, and sex, F(1, 19) = 17.45, p < .0003.
A significant interaction was observed between both variables,
F(2, 38) = 4.546, p < .01.

Post hoc Scheffé tests showed that no difference was ob-
served between pure and 50% TMT for the male mouse group,
F(18) = 0.082, ns, as well as for the female one, F(18) = 0.981,
ns). The avoidance was significantly higher for pure TMT
versus 10% TMT in the female mouse group, F(18) = 10.24,
p < .05, but not in the male one, F(18) = 3.051, ns. In the same
way, the avoidance was significantly higher for 50% TMT
versus 10% TMT in the female mouse group, F(18) = 4.885,
p < .05, but not in the male one, F(18) = 2.133, ns.

Post hoc Scheffé tests showed that the avoidance of female
fox feces was significantly higher for the female mice compared
to the male mouse group for 10% TMT, F(18) = 18.06, p < .05,
but there was no difference in relation to sex for 50% TMT,
F(18) = 3.42, ns, as well as for pure TMT, F(18) = 1.78, ns.
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Male Feces Versus Female Feces

Results are reported in Figure 5. A 2 (feces) X 2 (sex) ANOVA
yielded a significant effect of each variable: feces, F(1, 19) =
8.479, p < .009, and sex, F(1, 19) = 5.624, p < .01. A significant
interaction was observed between both variables, F(1, 19) =
7.186, p < .01. Post hoc Scheffé tests showed that the female
mouse group significantly avoided the male fox feces zone com-
pared to the female fox feces zone, F(18) = 25.769, p < .0001,
whereas no difference appeared for the male mouse group,
F(18) = 0.944, ns.

Experiment 2

Materials and Methods

Subjects

Subjects were 10 adult female OF-1 mice (Charles River,
France), different from the mice in Experiment 1, but housed and
used in the same condition.
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Figure 4. Comparison between occupation of 2,4,5-trimethylthiazoline
(TMT) and female fox feces zones for male (A) and female (B) mouse
groups. n = 10 for each group. "p < .0001. Error bars indicate the
standard error of the mean.
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Figure 5. Comparison between occupation of male and female fox feces

zones by male and female mice. ““p < .0001. Error bars indicate the
standard error of the mean.

Vaginal Smears

Following a 1-week adjustment period to determine normal
estrus cycling, the vaginal samples were collected from the mice
between noon and 1:00 p.m. at the completion of each experiment.
Vaginal smears were obtained by immersing a sterile cotton-tipped
applicator in physiological saline, gently inserting the swab into
the vagina, and smearing the adhering material thinly and uni-
formly onto a microscope slide. Smears were classified as
proestrus and metestrus by estimation of the relative proportion of
leukocytes, nucleated epithelial cells, and cornified epithelial cells.

Odorants

The behavioral tests were conducted in two odorant conditions,
with TMT diluted at 10% and male fox feces (as in Experiment 1)
added to a control condition with water. The order of tests was
entirely randomized.

Behavioral Tests

Elevated plus-maze. Immediately after a 5-min exposure pe-
riod in a closed open-field chamber containing the odorant stim-
ulus, each mouse was placed in the center of the plus-maze for 3
min. The time spent in the open arms (in seconds) was recorded as
an index of fear and anxiety, while the number of entries into the
closed arms was recorded as an index of general activity. The
odorant condition tests were separated by a rest period of 45 min.

Open-field chamber. The odorant stimulus was placed in the
center of a black, circular open-field chamber (36 cm in diameter,
20 cm in height). Each test of 3 min was video recorded and
analyzed with the EthoVision video tracking system for automa-
tion of behavioral experiments (Noldus, Wageningen, the Nether-
lands). Data collected with EthoVision concerned the total time of
immobility (in seconds) and the velocity (in centimeters/second),
two parameters considered to be an index of general activity, while
the mean distance to odorant (in centimeters) was recorded as an
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index of avoidance. At the same time, freezing behavior (in sec-
onds) was also checked by the experimenter on a control screen (as
distinguished from immobility recorded by the EthoVision sys-
tem).

The test order in the elevated plus-maze and the open-field
chamber (thoroughly cleaned after each mouse passage) was ran-
domized. Data were statistically evaluated using analysis of vari-
ance (ANOVA). Post hoc analyses following significant ANOVA
effects were conducted using Scheffé tests.

Results

Data recorded in the elevated plus-maze are reported in Figure
6A for the number of entries (closed arms) and in Figure 6B for the
time spent (open arms). Data recorded in the open-field chamber
are reported in Figure 7A for the immobility duration, in Figure 7B
for the velocity, in Figure 7C for the freezing duration, and in
Figure 7D for the distance to odorant.

Results of each parameter were analyzed with a 3 (odorant) X
2 (cycle period) ANOVA. The ANOVAs revealed an odorant
effect for all parameters in the elevated plus-maze: number of
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Figure 6. Comparison of number of entries into closed arms in elevated
plus-maze (A) and time spent in open arms in elevated plus-maze (B)
between proestrus and metestrus in two odorant conditions and the control
condition. n = 10 for each group. TMT = 2,4,5-trimethylthiazoline. Error
bars indicate the standard error of the mean.
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Figure 7. Comparison of immobility duration (A), velocity (B), freezing (C), and distance to odorant (D) in an
open-field chamber between proestrus and metestrus in two odorant conditions and the control condition. n =
10 for each group. TMT = 2.4,5-trimethylthiazoline. Error bars indicate the standard error of the mean.

entries (closed arms), F(2, 18) = 6.671, p < .004, and time spent
(open arms), F(2, 18) = 9.968, p < .0006, in the open-field
chamber: immobility, F(2, 18) = 52.623, p < .0001; velocity, F(2,
18) = 6.788, p < .004; freezing, F(2, 18) = 57.315, p < .0001;
and distance to odorant, F(2, 18) = 20.026, p < .0001. In contrast,
no significant effect of cycle period was observed for all param-
eters except for the distance to odorant in the elevated plus-maze
for the number of entries (closed arms), F(1, 9) = 0.168, ns, as
well as for the time spent (open arms), F(1, 9) = 0.667, ns, in the
open-field chamber: immobility, F(1, 9) = 0.965, ns; velocity,
F(1,9) = 0.829, ns; freezing, F(1, 9) = 0.602, ns; and distance to
odorant, F(1, 9) = 21.481, p < .0001.

No significant interaction between factors was observed for all
parameters except for the distance to odorant in the elevated
plus-maze for the number of entries, F(2, 18) = 2.616, ns, as well
as for the time spent, F(2, 18) = 0.280, ns, in the open-field:
immobility, F(2, 18) = 2.284, ns; velocity, F(2, 18) = 1.776, ns;
freezing, F(2, 18) = 1.161, ns; and distance to odorant, F(2, 18) =
6.048, p < .006.

For the five parameters without cycle period effect, post hoc
Scheffé tests concerning the odorant factor are reported in Table 1.
The analyses revealed systematic differences between water and
feces conditions as well as between water and 10% TMT condi-
tions. In contrast, no differences appeared between feces and 10%
TMT for all parameters except for freezing.

For the distance to odorant, post hoc Scheffé tests indicated a
significant difference in relation to cycle period with natural fox feces
(F = 21.156, p < .05), as well as with 10% TMT, (F = 5.602, p <
.05), corresponding in each case to an increase of the distance to
odorant in metestrus compared to proestrus. No significant
difference was observed in the water control condition (F =
0.036, ns). Moreover, ANOVA indicated an odorant effect in
proestrus, F(1,9) = 20.653, p < .0001, as well as in metestrus,
F(1,9) = 10.969, p < .0003. Post hoc Scheffé¢ tests (see Table
1) showed that the distance to odorant was significantly higher
with 10% TMT than water in proestrus as well as in metestrus.
In contrast, differences appeared in relation to the cycle period
in water versus feces and feces versus 10% TMT comparisons.
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Table 1
Odorant Condition Comparisons for Each Behavioral Parameter

Water vs. TMT

Water vs. Feces

Feces vs. TMT
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Variable F(18) p F(18) p F(18) p
No. of entries in closed arms 5.234 <.05 4.762 <.05 0.011 ns
Time spent in open arms 4.717 <.05 9.428 <.05 0.808 ns
Immobility 22.092 <.05 50.913 <.05 2.830 ns
Velocity 3.773 <.05 6.125 <.05 0.283 ns
Freezing 18.472 <.05 56.948 <.05 10.552 <.05
Distance to odorant (proestrus) 1.536 ns 10.755 <.05 4.162 <.05
Distance to odorant (metestrus) 13.441 <.05 17.296 <.05 0.243 ns

Note. TMT = 2,4,5-trimethylthiazoline.

Discussion

The results of Experiment 1 confirm that TMT appears to be a
strong repulsive odor for mice, and are in agreement with other
common findings showing that rodents tend to avoid the location
of an environment in which TMT is present (Burwash, Tobin,
Woolhouse, & Sullivan, 1998a; Vernet-Maury, Constant, &
Chanel, 1992; Wallace & Rosen, 2000). Specifically, data show
that there are no differences in avoidance between pure TMT and
50% diluted TMT. In contrast, TMT diluted at 10% is clearly less
repulsive. It is interesting that the avoidance is higher in female
mice than in male mice with pure and 50% diluted TMT, whereas
there is no difference in relation to sex with 10% diluted TMT.
These findings are congruent with other data showing that females
are more sensitive than males to odors, especially to repulsive ones
(Apfelbach, Blanchard, Blanchard, Hayes, & McGregor, 2005)
and could indicate that sex differences are also dependent on odor
concentration.

Second, the results indicate that natural fox feces appear repul-
sive for mice, whatever the sex of the predator. However, the
avoidance is only observed in the female mouse group. Indeed,
male mice do not avoid the fox feces (whatever the sex of the
predator), whereas female mice show strong avoidance with both
male and female fox feces.

Third, TMT appears more repulsive than fox feces, whatever the
concentration used. In this comparison, the avoidance to TMT is
always higher in the female mouse group than in the male group,
whatever the concentration. In other words, for female mice the
female fox feces appear less repulsive than for male mice. This
observed sex difference is confirmed by the direct comparison
between male and female fox feces. In predator species, feces
odors contain individual information such as sexual status (Drea,
Vignieri, Kim, Weldele, & Glickman, 2002), and scent marking is
usually done by males. Insofar as female mice are more sensitive
than males, the present findings could suggest that females are able
to smell some slight differences (e.g., intensity, compound partic-
ularities) between male and female predator odors.

The findings of the first experiment raise the question of the
concentration used in experimental studies. Indeed, most of the
TMT studies have exposed rodents to very intense concentrations;
it is difficult to compare the results with those obtained with
natural predator odors, insofar as TMT is frequently presented in

a concentration that probably does not correspond to the concen-
tration of a predator odor in natural conditions. The results of the
present study agree with previous findings indicating that avoid-
ance is TMT dose-dependent (Blanchard, Markham, et al., 2003).
Data suggest that the 10% concentration is more comparable to
natural fox feces than pure TMT and are in agreement with other
studies (Blanchard, Markham, et al., 2003; Endres et al., 2005;
Wallace & Rosen, 2000), which indicate that lower levels of
freezing—similar to the freezing durations observed during expo-
sure to cat odor—are generally observed with lower concentrations
of TMT.

In addition, the findings of the first experiment show that the sex
of the predator could have a slight influence on the avoidance. In
contrast, there are important differences in relation to the sex of
mice. The avoidance is significantly higher in female mice and
could be related to other findings that indicate sex differences in
rodent fear responses (Archer, 1975; Perrot-Sinal, Ossenkopp, &
Kavaliers, 2000; Stock et al., 2001) are possibly related to levels of
a sex gonadic hormone such as testosterone (King, De Oliveira, &
Patel, 2005).

The results of Experiment 2 do not show any significant effect
of the cycle period on behavioral parameters, except for the dis-
tance to odor considered as an avoidance index. Results reveal a
gradual effect in avoidance from water condition (not repulsive) to
fox feces and to TMT (more repulsive). More precisely, females
appear more sensitive to TMT than to the natural odor of fox feces
in proestrus than they do in metestrus. Furthermore, it has been
shown that individual differences occur in mice (Hebb et al., 2004)
with high and low responses to TMT in behavioral tests. We find
it interesting that the high responders to TMT also exhibit a high
level of anxiety during light—dark tests. More significantly, mouse
strains also differ in their responses and susceptibility to predator
odor stress stimuli (Anisman, Hayley, Kelly, Borowski, & Merali,
2001), as do rat strains (Rosen, West, & Donley, 2006; Staples &
McGregor, 2006).

In Experiment 2, behavioral measures in the elevated plus-maze
and open-field chamber lead to the conclusion that 10% TMT
represents a closer olfactory signal to natural fox feces than pure
TMT, which is frequently used to induce fear responses in rodents.
Actually, no difference was observed in general activity and anx-
iety traits, except in freezing time, for which 10% TMT was a
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higher signal than natural fox feces. Thus, among the parameters
considered in this experiment, freezing could be considered the
only one making a difference between both odorant conditions.
These findings corroborate other studies of rodents dealing with
behavioral characteristics of anxiety in which the freezing behav-
ior increased in relation to the level of stress conditions (Benaroya-
Milshtein et al., 2004; Takahashi et al., 2005; Zurita, Martineja,
Cuadra, Brandao, & Molina, 2000). Moreover, freezing makes a
strong discrimination in relation to the intensity of stressor situa-
tions (Chen, Shemyakin, & Wiedenmayer, 2006).

From a methodological point of view, the avoidance as fear
response appears less questionable compared to data obtained with
behaviors. Indeed, in experimental studies, results of quantified
behaviors are quite varied, probably due to differences in design,
duration of exposure, concentration used, ventilation of apparatus,
training, and so on. For instance, there are some limitations with
comparative measures of freezing, the most prominent behavioral
sign of fear in rodents. In the study of Fendt et al. (2003),
animals—before TMT presentation—showed a freezing rate of
between 20% and 40%. This is a higher rate than the one observed
by Wallace and Rosen (2000), who reported a freezing response at
baseline between 10% and 20%. Likewise, other studies reported
a freezing response at baseline of almost 0% (Anagnostaras,
Maren, & Fanselow, 1999; Maren, Aharanov, & Fanselow, 1997).
However, in Fendt et al. (2003) an intracranial injection (i.e., a
strong handling procedure) was done immediately before behav-
ioral testing. In some cases no freezing behavior was noted during
TMT exposure, probably due to the environmental context of
experiments or genetic differences between the animal groups
tested. Moreover, the avoidance assessment is relevant during a
short period of time (5 min). In contrast, most behavior studies
exposed the animals to TMT for 5-20 min (McGregor et al., 2002;
Morrow et al., 2000; Wallace & Rosen, 2000), which raises the
question of adaptation or sensitization to the stimulus.

Undoubtedly, the main finding of the present study is that TMT
induced a higher avoidance than natural fox feces. Moreover, the
difference is smaller in the case of TMT diluted at 10%, suggesting
that the pure TMT frequently used in experimental studies is not
appropriate; this raises the question of the possible role of the
irritating properties of TMT. From a fundamental point of view,
the possibility cannot be excluded that the pungent property of
TMT rather than its specific predatory qualities induces avoidance.
Synthetic TMT probably activates not only the olfactory system
(CN 1) but also strongly activates the trigeminal system (CN V)
and induces a number of behavioral responses via this protective
system (Brand, 2006). In this regard, it has been shown that
nonpredatory odors—especially with trigeminal compound—
induced immobility under confined conditions (Wallace & Rosen,
2000). Moreover, the avoidance of TMT in this study appears no
different from that observed in the same manner with toluene
(Jacquot, Pourie, Buron, Monnin, & Brand, 2006). We find it
interesting that toluene has been shown to elicit the same beta
bursts as TMT when presented for a short time in awake (Chap-
man, Xu, Haykin, & Racine, 1998) and anesthetized rats (Neville
& Haberly, 2003), suggesting the same possible effect of trigem-
inal activation. Indeed, molecules that activate the trigeminal sys-
tem indicate possible harmful compounds, and animals frequently
present specific behaviors to them, including fear behaviors. Un-
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fortunately, TMT is almost always compared with plain air, and
there are few studies in which the effects of TMT have been
differentiated from those of other pungent odors producing trigem-
inal activation. In several studies cited above, TMT appeared to
produce similar effects to other irritating odors. Coupled with the
absence of defensive behaviors elicited by TMT, the conclusion
that TMT acts more as an irritating smell than as a specific
predatory odor is conceivable.

Other findings suggest that TMT operates more specifically as
an anxiogenic agent and elicits analgesia in rodents, an effect often
seen with fear-induced stimuli (Hotsenpiller & Williams, 1997). It
is well known that pungent stimuli can produce analgesia (Brand,
2006) following activation of trigeminal nerve endings in the nasal
cavities. In the same way, it has been shown that cat odor induces
habituation of the hiding response with time (Dielenberg &
McGregor, 1999), contrary to the immobility response to TMT
(Wallace & Rosen, 2000). The lack of habituation frequently
observed with TMT also suggests a process more characteristic of
a trigeminal stimulus than a specific predatory cue. Recently, it has
been shown (Siviy, Harrison, & McGregor, 2006) that brief expo-
sure to a cat predator odor has an impact on the playfulness of
juvenile rats. Although play activity was also suppressed with
TMT, the results were similar to those obtained with the pungent
nonpredator odor triethylamine. These findings confirm the pos-
sibility that TMT may be reducing play activity as a consequence
of its trigeminal properties rather than its ability to induce innate
fear.

Finally, it could be interesting to consider the possibility that
natural fox feces may induce trigeminal activation. Indeed, the
experimenters of the present work clearly noted that the natural fox
feces had a very unpleasant odor but no pungent properties, con-
trary to the synthetic TMT. In the same way, further research could
investigate the rodent behavioral responses to TMT after nasal
axotomy of the trigeminal nerve to investigate the role of this
nerve, as the trigeminal olfactory system is an important part of
odor perception (Hummel & Livermore, 2002). Other studies, such
as long-term exposure like the toluene exposure experiments cited
above (Jacquot et al., 2006), could corroborate or disprove the
hypothesis suggested first by McGregor et al. (2002), in which
TMT is not a natural predator odor but rather a noxious stimulus.
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Résumé

Les systemes chimiosensoriels présents dans Ig&cmdale constituent des mécanismes complexes
permettant de détecter une large variété de stimilez les rongeurs, deux systemes principaux
coexistent: le systéme olfactif principal et letéyse olfactif accessoire. Ills permettent la débecti
d’'informations chimiques olfactives et phéromonat&zessaires a I'adaptation d’un individu au
milieu. lls renseignent sur la présence de prédatgule nourriture et apportant des informations su
'espece, le genre et le statut reproductif de éoeges. Parallélement et en raison de leur situatio
anatomique, ces systemes s’averent vulnérablesnambreuses substances chimiques présentes
dans I'air ambiant. L'objectif des recherches s#&didans le cadre de cette thése est de détetasner
effets de I'exposition (pendant et apres) a destanies volatiles toxiques sur les neuroépithéliums
principal et voméronasal, au niveau comportemeiiatologique et immunohistochimique. D’un
point de vue méthodologique, les études comportiaten consistent en des tests de sensibilité
réalisés en labyrinthe en Y ou en corridor. Les uress histologiques visent a déterminer les
épaisseurs ainsi que la densité nucléaire des édpitts. Enfin, des marquages
immunohistochimiques permettent d’évaluer I'évaatidu nombre de neurones matures (marqués
par 'OMP) et des cellules basales progénitricear§uées par le PCNA) dans I'épithélium du
systéme olfactif principal au cours des différeregérimentations. Les résultats des études réalisé
montrent des effets différenciés en fonction demi@lécule, de la durée et de la concentration
d’exposition. De plus, les résultats montrent désirdes de I'épithélium de I'organe voméronasal,
qui apparaissent de fagcon générale moins séveresglies observées sur I'épithélium olfactif.
L’ensemble des travaux de cette thése apportendesmnations toxicologiques sur des molécules
chimiques encore peu étudiées. Les dommages oBservédonction des différents parameétres
mesurés confirment I'hétérogénéité fonctionnells dgstémes chimiosensoriels présents dans la
cavité nasale. Plus largement, ces études ouaerti¢ a des axes de recherche sur les spécificités
des processus cellulaires mis en jeu lors desntdteiépithéliales dans la cavité nasale et lors de
processus de régénération.

Mots-clés:systéme olfactif principal — systéme olfactif assx@re — épithélium sensoriel — solvants —
comportement — neurones olfactifs - PCNA — OMP

Abstract

Chemosensory systems, located in the nasal cagtystitute complex mechanisms that detect a
large variety of stimuli. In rodents, two anatontigand functionally distinct chemosensory systems
coexist: the main olfactory system and the accgssifactory system. Together, they detect general
odors as well as social cues, and allow adaptdtdhevior in relation to food, danger, including
predators, and mates, all crucial elements forigakvThe nasal cavity represents the entry to the
respiratory tract and both olfactory systems arscaptible to chemical-induced injuries due to
exposure to inhaled toxicants. The aim of thisithesto assess the effects of chemicals inhalants
exposure on main and accessory neuroepitheliumsthat behavioural, histological and
immunohistological levels. From a methodologicahpof view, behavioural tests were designed to
evaluate olfactory sensitivity using a corridor ghanaze or a Y maze. Histological measurements
were used to determine the thickness and cellukmsity of the neuroepitheliums. Finally,
immunohistochemistry protocols allowed to locala®d quantify matures olfactory neurons (using
OMP) and proliferating basal cells (using PCNA}he main olfactory epithelium. The results show
some differentiated effects depending on the typenalecule, the duration and concentration of
exposure. Moreover, the results indicate less seiguries on the epithelium of the accessory
olfactory system compared to those observed omtlia olfactory epithelium. This thesis provides
toxicological information on chemical substanceat thave rarely been studied so far. The injuries
observed differ according to the different paramseteonsidered, confirm the functional
heterogeneity of the two olfactory systems. In fatstudies, it would be interesting to investigate
specificity of cellular processes involved in epithl injuries on the nasal cavity, and in the
regeneration processes.



Key-words: main olfactory system — accessory olfactory systemeuroepitheliums — chemical
inhalant — behaviour — olfactory neurons — PCNAMRD
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