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Résumé

Longtemps considérés comme cantonnés aux seuls organes sensoriels de la face, les
chimiorécepteurs - gustatifs, phéromonaux et olfactifs - ont été mis en évidence dans de
nombreux tissus et organes, notamment le pancréas, les muscles et le cerveau. Leur étude a
permis de découvrir qu'ils y jouent des réles variés : régulation du métabolisme et de Ila
prolifération cellulaire ou encore recrutement du systeme immunitaire. Cependant, au niveau
cérébral, leur fonction demeure énigmatique. Ce travail de thése s'est focalisé sur deux
aspects : 1) la description systématique de tous les chimiorécepteurs d’origine rhinolaryngée
au niveau du cerveau humain et 2) la caractérisation de I'expression de deux récepteurs
olfactifs cérébraux chez des souris sauvages ou transgéniques mimant la maladie
d'Alzheimer. A l'aide d’outils bio-informatiques et de biologie cellulaire et moléculaire, il a été
permis de démontrer que :

e Les transcrits des génes codant pour les récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs
sont tous exprimés au niveau du cerveau humain, principalement au niveau du systéme
limbique.

e Leur expression s'accompagne de celle de leurs principaux partenaires canoniques de
signalisation, indiquant gqu’ils sont potentiellement fonctionnels dans le cerveau.

e L'expression des ARNm des récepteurs olfactifs OIfr110/111 et OIfr544 varie dans
I'hippocampe et le cortex au cours du vieillissement pathologique des souris de type
Alzheimer.

e Les récepteurs OIfr110/111 et OIfr544 sont principalement exprimés par les neurones et
co-exprimés, a la surface des membranes cellulaires, avec leur partenaire de transduction
olfactive, la protéine Gaor, renforgant I'idée qu'ils sont potentiellement fonctionnels.

La présence et la potentielle fonctionnalité de ces familles de récepteurs suggérent la capacité

du cerveau a sentir et godter son monde intérieur, en conditions physiologiques et

pathologiques. Il convient désormais d’étudier les réles et les voies cellulaires dans lesquels
sont impliqués les récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs. Parmi les pistes possibles,
on peut citer la migration des neurones néoformés, la régulation du métabolisme cérébral ou
encore I'inflammation. A plus long terme, on peut envisager de moduler I'activité de ces
récepteurs et de développer des molécules thérapeutiques pour les maladies

neurodégénératives.



Summary

Long-thought to be exclusively confined to the sensory organs of the face, gustatory,
pheromonal and olfactory chemoreceptors have been identified in many tissues and organs,
including the pancreas, muscles and brain. Herein, they can regulate cell metabolism and
proliferation or recruit the cells of the immune system. However, in the brain, their functions
remains unknown. My work focused on: 1) the description of all naso-laryngeal
chemoreceptors in the human brain and 2) the kinetic mapping of two cerebral olfactory
receptors in wild-type or transgenic mice mimicking Alzheimer's disease. Using bioinformatics
tools, cellular and molecular biology, my work demonstrates that:

e The transcripts of genes encoding taste, pheromone and olfactory receptors are all
expressed in the human brain, mainly in the limbic system.

e They are co-expressed with their main canonical signalling partners, indicating they are
potentially functional in the brain.

e The hippocampal and cortical expression of Olfr110/111 and OIfr544 transcripts varies
according the pathological stages in Alzheimer-like mice.

e OIfr110/111 and OIfr544 receptors are mainly expressed by neurons and co-expressed, at
the cell membrane surface, with their olfactory transduction partner, the Gagir protein,
reinforcing the idea that they are functional.

The presence and the potential functionality of these receptor families suggest the brain is

able to feel and taste its own inner world, under physiological and pathological conditions. It

is of importance to further study the roles and cellular pathways in which taste, pheromone
and olfactory receptors are involved. Putative functions include migration of newly formed
neurons, regulation of metabolism or cerebral inflammation. Further down, it could be
envisioned to identify chemoreceptor agonists/antagonists in order to treat

neurodegenerative diseases.



Liste des abréviations

SHTR : récepteur a la sérotonine

5xFAD : souris transgénique présentant 5 mutations de la forme familiale de la maladie
d’Alzheimer (Familial Alzheimer’s Disease)

AB : peptide amyloide béta

AC/ADCY : adénylate cyclase

ADN : acide désoxyribonucléique

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

APOE : apolipoprotéine E

APP : précurseur de la protéine amyloide

ARN : acide ribonucléique

ARNm : acide ribonucléique messager

ASIC : canal ionique sensible a I'acidité (acid-sensing ion channel)

ATPase : adénosine triphosphatase

ATP : adénosine triphosphate

ADP : adénosine diphosphate

Ca?* : ion calcium

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CNG : canal ionique activé par les nucléotides cycliques (cyclic nucleotide-gated channel)
DAG : diacylglycérol

ENaC : canal sodique épithélial (epithelial Na channel)

ESP : peptide sécrété par les glandes exocrines (exocrine-gland secreted peptide)
FPR : récepteur aux peptides formylés (formyl peptide receptor)

FSH : hormone folliculo-stimulante (follicle stimulating hormone)

GABA : acide y-aminobutyrique (gamma-aminobutyric acid)

GC-D : récepteur couplé a la guanylate cyclase D

GDP : guanosine diphosphate

GEF : facteur d’échange du nucléotide guanine (guanine nucleotide exchange factor)

GNAL/Gar : protéine Ga spécifique de I'olfaction



GNAT3/Gays : protéine Ga spécifique de la gustation (gustducine)

GPR : récepteur orphelin couplé a une protéine G

GTP: guanosine triphosphate

GTPase : guanosine triphosphatase

IPs: inositol triphosphate

KCN : canal potassique (potassium channel)

LH : hormone lutéinisante (luteinizing hormone)

LPS : lipopolysaccharide

mGIuR : récepteur métabotropique au glutamate

MUP : protéine urinaire majeure (major urinary protein)

Na*:ion sodium

OBP : protéine de liaison aux odorants (odorant-binding protein)

OMP : protéine marqueur olfactif (ol/factory marker protein)

OTOP1 : otopétrine 1

PIP; : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PKD2L : protéine de la polykystose rénale 2-like (polycystic kidney disease 2-like)
PLC : phospholipase de type C

PrP : protéine prion

PSEN : préséniline

RCPG : récepteur couplé aux protéines G

RGS : régulateur de la signalisation des protéines G (regulator of G protein signaling)
RT-qPCR : réaction en chaine par polymérase quantitative aprés rétro-transcription
T1R : récepteur gustatif de type 1

T2R : récepteur gustatif de type 2

TAAR : récepteur associé aux amines traces (trace amine-associated receptor)
TRP : canal ionique dépendant du potentiel (transient receptor potential)

V1R : récepteur voméronasal de type 1

V2R : récepteur voméronasal de type 2
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Avant-propos

Longtemps considérés comme exprimés de fagon restreinte au niveau des organes sensoriels
de la face, les chimiorécepteurs (récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs), sous-
tendant les perceptions gustative et olfactive, ont été mis en évidence dans de nombreux
tissus et organes comme la peau, le pancréas, les muscles, les poumons ou le cerveau. Au
sein de ces structures, leur étude a permis a la communauté scientifique de découvrir qu'ils y
jouent des réles variés. En effet, différents récepteurs gustatifs, olfactifs ou phéromonaux ont
été identifiés comme impliqués dans des phénomeénes tels que la régulation du métabolisme,

la détection de composés nocifs ou encore le recrutement du systéeme immunitaire.

Au niveau du systeéme nerveux central, bien que leur expression génétique accompagnée de
certaines de leurs protéines soit avérée, leur fonction demeure énigmatique. Dans I'objectif
d’'obtenir plus d’informations sur les chimiorécepteurs cérébraux et sur leurs fonctions
potentielles a ce niveau, mon travail de thése s’est focalisé sur deux points majeurs :
e La description systématique de I'expression génétique de tous les types de
chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée au niveau du cerveau humain ;
e La caractérisation de I'expression cérébrale de deux récepteurs olfactifs chez des

souris sauvages ou transgéniques, mimant la maladie d’Alzheimer.

Les résultats de mes travaux de thése suggerent que les chimiorécepteurs cérébraux ont la
capacité d'étre fonctionnels. Leur expression implique également la capacité du cerveau a
sentir et goQter « son » monde intérieur, en conditions physiologiques ou méme pathologiques,
et, éventuellement, a y réagir, grace a leur activation. Si tel est le cas, ces chimiorécepteurs
représenteraient des cibles thérapeutiques d'intérét dans le traitement de diverses

affectations du systeme nerveux central ou de neuropathologies.
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Introduction

La perception du monde environnant est cruciale chez les étres vivants et dépend de cinq
modalités sensorielles : la vision, le toucher, l'ouie, le golt et 'odorat, nécessitant chacune un
organe sensoriel adapté. Ainsi, ces différents types de perception reposent sur un dialogue
permanent entre les étres vivants et leurs environnements. Retrouvée chez les organismes
unicellulaires primordiaux des régnes végétal et animal, la communication chimique (ou
chimioréception) est la forme la plus ancienne de dialogue sensoriel. Essentielle a la survie
des especes, elle dépend des caractéristiques physicochimiques des différents types de
molécules pergues par les systemes olfactifs et gustatifs (Kikut-Ligaj et Trzcielinska-Lorych,

2015; Wackermannova et al., 2016).

1. Perceptions gustative et olfactive

1.1. Gustation

Chez les mammiféres, le systéeme gustatif fournit une entrée sensorielle critique pour la
régulation du comportement d’ingestion, engendrant le renforcement de la consommation
d’aliments «gouteux» ou de valeur nutritionnelle élevée, ou I'évitement de substances toxiques.
Cing gouts basiques sont reconnus par 'humain et la plupart des animaux : le sucré, le salé,
I'acide, I'amer et 'umami. L'anatomie sous-tendant ce sens reflete le réle binaire du goit
comme systeme (i) discriminatoire, permettant de déterminer des différences subtiles dans la
qualité et l'intensité d’'un godt, et (ii) motivationnel, responsable de I'acceptation ou du rejet
d’aliments potentiels. En plus des cinqg golts canoniques, de nombreux vertébrés et
invertébrés utilisent leur systeme gustatif pour détecter la présence d'autres composés,
comme les ions calciques, le dioxyde de carbone, I'eau et les graisses (Fischler et al., 2007;

Inoshita et Tanimura, 2006; Masek et Keene, 2013).
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1.1.1. Traitement périphérique

Chez les vertébrés, la sensation gustative est assurée par les cellules gustatives organisées
au sein de structures spécialisées, appelées bourgeons gustatifs, qui se situent sur la langue
mais également a la surface des epithelia du palais, du pharynx, de I'épiglotte et du tiers

supérieur de I'cesophage.

1.1.1.1.  Anatomie des bourgeons gustatifs

Trois types morphologiques de papilles sont présents sur la langue humaine. Sur les deux tiers
antérieurs, on observe de nombreuses papilles fongiformes contenant de 0 a 5 bourgeons
gustatifs sur leur partie dorsale, contre un seul chez les rongeurs. Le tiers postérieur contient
deux types de papilles : les circumvallées (ou caliciformes) le long de la bordure postérieure
et les foliées (ou coralliformes) sur les cotés. L'homme posséde environ 12 papilles
circumvallées, contenant chacune plusieurs milliers de bourgeons gustatifs, alors que les
rongeurs n'en ont qu’'une seule au milieu de la langue, contenant quelques centaines de
bourgeons gustatifs. Les papilles foliées humaines comprennent entre 12 et 100 bourgeons
gustatifs (Chandrashekar et al., 2006). Enfin, un grand nombre de papilles filiformes tapissent
les cotés du sillon médian. Au total, environ 7 000 a 8 000 bourgeons gustatifs sont disséminés
dans la cavité buccale humaine et leurs fonctions et sensibilités sont similaires, ce qui a

discrédité le concept de «carte du go(t» (Lindemann, 1999) (Figure 1A).

Les bourgeons gustatifs sont des structures en forme de rosette, contenant environ 100
cellules neuroépithéliales et formant des ilots pseudostratifiés dans I'épithélium buccal. Les
cellules gustatives sont en contact direct avec la cavité orale grace a un pore au sommet de
chaque bourgeon gustatif (Smith et Margolskee, 2001) (Figure 1B). Des jonctions serrées lient
ces cellules aux pores, empéchant le passage de composés plus volumineux que des petits

ions (Michlig et al., 2007). Les bourgeons gustatifs contiennent quatre types cellulaires : des

18



A

Papille circumvallée ,

Papille foliée

Papilles fongiformes

Epithélium buccal

Pore

Cellule gustative

Afférence
sensorielle

Figure 1. Anatomie de la perception gustative périphérique.

A : Types morphologiques de papilles de la langue humaine. Chaque type de papille contient
un nombre variable de bourgeons gustatifs : de 0 a 5 pour les fongiformes, de 12 a 100 pour
les foliées et plusieurs milliers pour les circumvallées (Mombaerts, 2004).

B : Représentation schématique d'un bourgeon gustatif. Ce sont des structures en forme de
rosettes, formant des ilots dans I'épithélium buccal. Les cellules gustatives sont en contact
avec la cavité orale, grace a un pore, et reliées au systeme nerveux central par des
afférences nerveuses sensorielles (Mombaerts, 2004).



cellules basales, rondes et situées a la base du bourgeon, ainsi que trois types de cellules (|, II,

et lll), allongées de la base a la partie apicale du bourgeon (Kinnamon et al., 1993).

1.1.1.2.  Les cellules gustatives

Les cellules gustatives ont une courte durée de vie estimée a une dizaine de jours et sont
remplacées continuellement (Farbman, 1980). Ce renouvellement est assuré par les cellules
basales, qui peuvent se différencier vers les trois types de cellules gustatives, mais également
par des cellules souches situées dans le stratum germinativum, prés de la base du bourgeon

gustatif, et qui y migrent continuellement pour générer de nouvelles cellules (Yee et al., 2013).

Les cellules de type | synthétisent et sécrétent une adénosinetriphosphatase (ATPase)
dégradant les neurotransmetteurs relachés par les cellules voisines (Bartel et al., 2006). Elles
étendent des processus lamellaires entourant les autres cellules gustatives, limitant la
propagation des neurotransmetteurs et régulant les changements locaux de concentrations
ioniques, jouant ainsi un role assimilable aux cellules gliales cérébrales dans le

fonctionnement du bourgeon gustatif (Dvoryanchikov et al., 2009; Pumplin et al., 1997).

La plupart des partenaires de transduction du signal gustatif sont retrouvés dans les cellules
de type I, ce qui a mené a la conclusion que ces cellules représentent les cellules gustatives
canoniques (Chaudhari et Roper, 2010). Elles expriment également les récepteurs gustatifs
responsables des sensations sucrée, ameére et umami (Tomchik et al., 2007; Yoshida et al.,
2006). Elles ne posséedent pas de synapses mais sécrétent de 'adénosine triphosphate (ATP)
via des canaux présents sur leur membrane, qui agit sur les fibres sensorielles afférentes et
les cellules de type Il (Clapp et al., 2004; Dando et Roper, 2009). Les synapses avec les
afférences primaires se situent au niveau des cellules gustatives de type Ill, aussi nommées
cellules présynaptiques. Ces derniéres libérent de la sérotonine, de la noradrénaline et de
I'acide y-aminobutyrique (GABA) (Dvoryanchikov et al., 2009; Huang et al., 2008a, 2011, 2007).

Isolées, elles répondent aux stimuli acides (Huang et al., 2008b). Elles expriment des
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Figure 2. Types cellulaires des bourgeons gustatifs.

A : Représentation des types cellulaires composant les bourgeons gustatifs. Les cellules de
type |, dites de soutien, participent a certains processus cellulaires au sein des cellules
voisines et jouent un role similaire aux cellules gliales cérébrales dans le fonctionnement du
bourgeon. Les cellules de type I, dites réceptrices, expriment les récepteurs gustatifs et
sécretent de I'ATP. Les synapses avec les afférences primaires se situent au niveau des
cellules de type lll, dites présynaptiques, qui libérent divers neurotransmetteurs (adapté de
Tomchik et al., 2007).

B : Marquage immunohistochimique d’'un bourgeon gustatif de souris illustrant les cellules
réceptrices de type Il exprimant la GFP (en vert), et les cellules présynaptiques de type |,
dans lesquelles la décarboxylase d'acides aminés aromatiques (enzyme de synthése de
neurotransmetteurs) est marquée en rouge (DeFazio et al., 2006).



récepteurs purinergiques et sont donc activées indirectement, via la libération d’ATP par les

cellules de type Il, par les stimuli sucré, amer et umami (Huang et al., 2009) (Figure 2).

Le mécanisme par lequel le message gustatif passe de la cellule de type Il a la cellule de type
[ll reste mal connu. Il a été fait I'hypothese d’'une communication chimique entre les deux
cellules par l'intermédiaire de neurotransmetteurs tels que la sérotonine (via les récepteurs
sérotoninergiques), 'ATP et I'adénosine diphosphate (ADP) (via les récepteurs purinergiques),
le glutamate (via les récepteurs ionotropiques ou métabotropiques au glutamate mGIuR1 et
mGIuR4), ou l'oxyde nitrique (Finger et al., 2005; Roper, 2013). Ainsi, puisque différentes
cellules réceptrices détectent différents types de substances au sein d'un méme bourgeon
gustatif, les neurotransmetteurs sus-cités pourraient correspondre a une sensation gustative
particuliére : le glutamate pour I'amer ou la sérotonine pour le sucré, par exemple (Herness et
al., 2005). Cette signalisation paracrine pourrait moduler l'activité de ces cellules ou

déclencher la libération de neurotransmetteurs au niveau des afférences sensorielles.

D’autre part, les cellules gustatives sont connues pour avoir des propriétés d'excitabilité
puisque, chez plusieurs espéces, des potentiels d'action ont été observés en réponse a divers
stimuli gustatifs (Avenet et Lindemann, 1991; Chen et al., 1996; Cummings et al., 1993;
Gilbertson et al., 1992; Lindemann, 1996). Cependant, leur réle exact dans la transmission des
signaux gustatifs est encore énigmatique, car les potentiels d'action sont généralement
utilisés par les neurones pour la propagation a longue distance des signaux électriques. Or, les
cellules des bourgeons gustatifs sont de petite taille (environ 100 pm chez les rongeurs) et les

potentiels récepteurs seraient suffisants au déclenchement de la transmission du signal.

Des changements de la concentration intracellulaire de calcium ont également été observés
dans les cellules gustatives exposées a des stimuli gustatifs. Cependant, ces modulations
pourraient davantage relever d'un effet intermédiaire de la transduction gustative que d'un

mécanisme de signalisation gustative a part entiére. Il est envisagé qu’elles permettent la
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Figure 3. Projection centrale du message gustatif chez 'homme.

Les cellules gustatives transmettent l'information chimique aux neurones gustatifs
périphériques dont les corps cellulaires sont situés dans les ganglions sensoriels des nerfs :
facial pour les bourgeons gustatifs de la partie antérieure de la langue, glossopharyngien
pour les bourgeons gustatifs de la partie postérieure de la langue et vague pour les
bourgeons gustatifs de I'épiglotte. Ces neurones gustatifs innervent des neurones gustatifs
de relai, situés dans le noyau du tractus solitaire de la moelle allongée (myélencéphale).
L'information gustative est ensuite transmise au noyau ventral postéromédial du thalamus
puis au cortex gustatif, situé au niveau du cortex insulaire et de I'opercule frontal (Buck et
Bargmann, 2001).



synchronisation des différentes cellules gustatives ou leur réinitialisation en vue d'un prochain

stimulus (Huang et al., 2005).
1.1.2. Projections centrales

Les cellules gustatives transmettent l'information chimique a des neurones sensoriels
périphériques, appelés neurones gustatifs, dont les corps cellulaires sont situés dans les
ganglions sensoriels des nerfs : facial pour les bourgeons gustatifs de la partie antérieure de
la langue, glossopharyngien pour les bourgeons gustatifs de la partie postérieure de la langue
et vague pour les bourgeons gustatifs de I'épiglotte (Buck et Bargmann, 2000; Lundy et

Norgren, 2004).

Ces neurones gustatifs innervent des neurones gustatifs de relai, situés dans le noyau du
tractus solitaire de la moelle allongée (myélencéphale). L'information gustative est ensuite
transmise aux neurones du noyau parabrachial (sauf chez les primates, chez lesquels cette
étape n'existe pas), puis au noyau ventral postéromédial du thalamus et, enfin, au cortex
gustatif, situé au niveau du cortex insulaire et de 'opercule frontal (Matsumoto, 2013; Ogawa

et al., 1985) (Figure 3).
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Figure 4. Représentation schématique en coupe des organes olfactifs chez la souris.
En orange, la muqueuse olfactive, en rouge, I'organe voméronasal, en vert 'organe septal de
Masera, et en bleu le ganglion de Griineberg.



1.2. Olfaction

L'olfaction, ou sens de l'odorat, est critique pour la survie de nombreuses espéces, leur
permettant de détecter et de discriminer la multitude de signaux chimiques présents dans leur
environnement. Ce sens leur est indispensable pour localiser de la nourriture, établir ou
respecter un territoire, identifier un membre du groupe ou un prédateur, choisir un partenaire
de reproduction, reconnaitre leur progéniture et éviter des substances éventuellement
toxiques (Doty, 2003; Wyatt, 2003). Chez les mammiféres, I'air inspiré et expiré circule dans la
cavité nasale, permettant l'interaction entre les systemes olfactifs qu’elle contient et des
molécules environnementales pouvant étre distinguées en deux catégories : les molécules

odorantes et les phéromones.
1.2.1. Systemes olfactifs

Afin de mieux comprendre l'olfaction, il est nécessaire de connaitre les organes sensoriels
autorisant la chimioréception des molécules olfactives, qu'elles soient odorantes ou
phéromonales, volatiles ou aqueuses. Chez la majorité des mammiferes, deux systemes
périphériques de perception olfactive sont décrits : le systeme olfactif principal, représenté par
la muqueuse olfactive, et le systeme olfactif accessoire, représenté par I'organe voméronasal.
Par ailleurs, on trouve aussi chez les rongeurs I'organe septal et le ganglion de Griineberg
(Munger et al., 2009) (Figure 4). Il a également été démontré qu’a haute concentration, presque
tous les odorants peuvent activer des fibres trigéminales intranasales situées dans la

mugqueuse respiratoire (Doerfler et al., 2006; Doty et al., 1978).

Classiquement, il est admis que le systeme olfactif principal est impliqué dans la détection
des molécules odorantes provenant de I'environnement, alors que le systéme olfactif
accessoire est spécialisé dans la détection des phéromones, autrement dit odeurs sociales,
associées aux comportements sociaux et reproducteurs (Firestein, 2001; Tirindelli et al.,

1998). Cependant, cette dichotomie entre ces deux systémes olfactifs a ensuite été remise en
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cause par plusieurs études démontrant que systemes olfactifs principal et accessoire sont
tous deux sensibles aux odeurs et aux phéromones et projettent des afférences vers des
zones corticales communes (Brennan et Zufall, 2006; Suérez et al., 2012). Ces observations
ont permis a la communauté scientifique d'émettre I'hypothése que ces systémes olfactifs

pourraient travailler en synergie (Baum, 2012; Sudrez et al., 2012).
1.2.1.1.  Systeme olfactif principal

Le systeme olfactif principal est constitué par la muqueuse olfactive, un tissu composé d'une
lamina propria, d’origine mésenchymateuse, et d'un neuroépithélium pseudostratifié, d'origine
ectodermique, spécialisé dans la détection des molécules odorantes provenant de
I'environnement. Elle doit étre distinguée de la muqueuse respiratoire, qui conditionne I'air
inspiré et protege les voies respiratoires. Toutefois, toutes deux agissent comme une barriere
contre les pathogenes potentiels et les particules étrangeres, prévenant les infections et
lésions grace au phénomene de clairance muco-ciliaire (Antunes et Cohen, 2007; Stanke,

2015).

Chez I'homme, la muqueuse olfactive se situe au niveau de la partie haute des cornets et du
septum nasal, a proximité de la lame criblée de I'os ethmoide. Elle couvre une surface d’environ
2 cm?, soit moins de 8% de la surface totale de la cavité nasale (Jafek, 1983). Chez d'autres
espéeces pour lesquelles I'olfaction joue un réle plus important, le rat notamment, ce tissu peut
occuper jusqu’a la moitié de la surface des cavités nasales (Figure 5A). L'épithélium olfactif
est constitué de trois types cellulaires : les cellules basales, les cellules de soutien et les

neurones (Moran et al.,, 1982).
1.2.1.1.1. Lamina propria

La Jlamina propria est un tissu conjonctif richement vascularisé, sous-jacent au
neuroépithélium, lui-méme avasculaire. Il abrite les faisceaux d’axones des neurones olfactifs,

gainés par des cellules engainantes non-myélinisantes, des cellules de Schwann, des cellules
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endothéliales formant les vaisseaux sanguins, des fibroblastes, des cellules souches, des
cellules immunitaires, des fibres du nerf trijumeau et des cellules glandulaires formant les
glandes de Bowman (Chen et al., 2014; Doty, 2003; Mellert et al., 1992; Murrell et al., 2005).
Ces derniéres sont des structures tubulo-alvéolaires, responsables de la production du mucus
qui tapisse la surface de la muqueuse et de protéines de liaison des odorants (Odorant Binding
Protein, OBP), qui piégent et solubilisent les molécules odorantes hydrophobes en s’y liant
(Bignetti et al., 1985; Dal Monte et al., 1991; Guiraudie et al., 2003; Pevsner et al., 1986, 1988).
La sécrétion de mucus est constante, ce qui permet de préserver la muqueuse dun

asséchement délétere (Ross et Pawlina, 2006) (Figure 5B, bleu).
1.2.1.1.2. Neuroépithélium olfactif

On distingue deux types de cellules basales : les horizontales et les globulaires. Elles
participent a la régénération de la population neuronale de la muqueuse. En effet, a I'image
des cellules gustatives, les neurones ont une durée de vie estimée entre 30 et 60 jours et les
cellules mortes sont remplacées suite a la différenciation de cellules basales globulaires en
progéniteurs puis en neurones (Beites et al., 2005; Féron et al., 2013; Murrell et al., 2005;

Schwob, 2002).

Les cellules de soutien ont un role comparable aux cellules gliales cérébrales. Elles s'étendent
de la lame basale jusqu’a la lumiére nasale, ou elles forment des microvillosités. Elles forment
des structures en piliers le long desquels s’étagent les neurones olfactifs. Les cellules de
soutien ont un réle de support physique, assurant la cohésion cellulaire de I'épithélium et donc
son intégrité morphologique et fonctionnelle grace a des jonctions serrées au niveau de leurs
poles apicaux (Steinke et al., 2008). Elles assurent également un role métabolique, régulant et
maintenant un environnement ionique approprié au fonctionnement des neurones (Doty,

2003).
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Figure 5. Organisation de la muqueuse olfactive.

A : Coupes transversales de la muqueuse olfactive, colorée a 'hématoxyline-éosine, rangées
en ordre antéro-postérieur (1-4). On distingue le septum central ainsi que les quatre cornets.
Barres d'échelle : 500 pm (Barrios et al., 2014).

B : Schéma de l'organisation cellulaire de la muqueuse olfactive. Le neuroépithélium olfactif
est composé de cellules basales (assurant le renouvellement des neurones olfactifs), de
neurones olfactifs et de cellules de soutien (vert). La lame basale le sépare de la lamina
propria, qui contient les glandes de Bowman (qui sécrétent le mucus) et le nerf olfactif formé
par les faisceaux d'axones des neurones olfactifs projetant jusqu'au bulbe olfactif (bleu)
(adapté de Buron, 2009).



L'épithélium olfactif humain contiendrait plusieurs millions de neurones bipolaires, possédant
une dendrite apicale qui se ramifie en cils olfactifs baignant dans le mucus, et un axone basal.
Chaque neurone exprime un seul récepteur olfactif et le millier (environ) de neurones
exprimant le méme récepteur olfactif est réparti sur une grande partie de la muqueuse
olfactive (Ressler et al., 1994). Par ailleurs, tous les axones des neurones exprimant le méme
récepteur s'assemblent en faisceaux dans la lamina propria et convergent au niveau d'un seul
glomérule au sein de chaque bulbe olfactif, comme nous le verrons plus tard (Mombaerts et

al., 1996) (Figure 5B, vert).
1.2.1.2.  Systéme olfactif accessoire

L'établissement d’'une hiérarchie, la rencontre de membres du sexe opposé et I'estimation de
leur potentiel reproducteur pour maintenir une diversité génétique, ou encore le signalement
d’'une menace, sont des activités essentielles a la survie des animaux. Pour ce faire, les
individus déploient une vaste gamme de signaux sensoriels, parmi lesquels les signaux
chimiques jouent un réle primordial. Quand un message chimique déclenche un effet
spécifique chez I'animal qui le pergoit (receveur), la substance est dite «phéromonale». On
distingue deux catégories : les phéromones ayant un effet rapide et non permanent sur le
comportement du receveur, et celles occasionnant une modification profonde et permanente
de la physiologie hormonale et des comportements associés du receveur. La nature
moléculaire des phéromones reste largement méconnue chez les mammiféeres. Cependant,
des études chez les rongeurs ont montré que de petites molécules aériennes ainsi que des
substances non volatiles telles que des stéroides, des peptides et des protéines, sont
impliquées dans la physiologie phéromonale (Haga et al., 2010; Leinders-Zufall et al., 2009;
Nodari et al., 2008; Touhara, 2008; Zhang et al., 2008). La détection de ces substances non
volatiles est permise par des organes spécialisés : I'organe voméronasal et chez les rongeurs,

I'organe de Masera et le ganglion de Griineberg (Figure 4).
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1.2.1.2.1. Organe voméronasal

L'organe voméronasal, ou organe de Jacobson, est une structure chimioréceptrice paire,
située a la base et de chaque cété du septum nasal, initialement décrite par Jacobson en 1813.
Cet organe est séparé de la muqueuse olfactive par une enveloppe cartilagineuse de forme
tubulaire et renferme une lumiére en forme de croissant (Figure 6, n°1). Il accueille sur sa
partie concave médiane un neuroépithélium pseudostratifié similaire a celui de I'épithélium
olfactif, comportant des neurones, des cellules de soutien et des cellules basales. Sur sa partie
convexe latérale, on retrouve des cellules non sensorielles ciliées et sécrétrices (Dgving et
Trotier, 1998) (Figure 6, encadré 1). L'organe voméronasal est relié a la cavité buccale par le
canal incisif et a la cavité nasale par le canal nasopalatin (Keverne, 1999). Chez I'homme,
I'organe voméronasal se développe in utero au moment d'une étape cruciale pour le
développement du systéme reproductif. En effet, le fonctionnement des gonades repose sur
la sécrétion hormonale hypophysaire de FSH (Folliculo-Stimulating Hormone) et de LH
(Luteinizing Hormone), dépendant elle-méme de la sécrétion de GnRH (Gonadotropin Releasing
Hormone) par des cellules du noyau arqué de [I'hypothalamus. Or, ces cellules
hypothalamiques, comme le systéeme olfactif principal et 'organe voméronasal, dérivent de la
placode olfactive embryonnaire et migrent lors du développement le long d’un rail nommé nerf
terminal (nervus terminalis, ou nerf cranien zéro) et atteignent I'hypothalamus en formation.
Le nerf terminal, le long duquel les cellules migrent, est formé par les axones des neurones
voméronasaux (Wray, 2010). Cependant, par la suite I'organe voméronasal régresse, ne
laissant que quelques vestiges non fonctionnels chez 'homme adulte (Bhatnagar et Smith,

2001; Trotier et al., 2000).

Traditionnellement, 'organe voméronasal est considéré comme étant spécialisé dans la
détection des signaux sociaux (phéromones, souvent non volatiles) et participe a la
modulation de comportements tels que l'accouplement et l'agressivité. La détection de

substances non volatiles (ou de substances volatiles en solution) est uniquement permise par
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cet organe car le transport aérien permet aux phéromones volatiles d'atteindre I'épithélium
olfactif principal. Par exemple, I'aphrodisine, protéine présente dans les sécrétions vaginales
du hamster femelle, déclenche la séquence comportementale de reproduction chez les jeunes
males par activation de leur organe voméronasal (Briand et al., 2004). Des résultats récents
indiquent que cet organe pergoit aussi les odeurs volatiles, connues pour provoquer des
réponses dans la muqueuse olfactive, ce qui suggere un chevauchement des ligands entre les
deux systémes olfactifs principal et accessoire (Brennan et Zufall, 2006; Dulac et Wagner,

2006; Spehr et al., 2006).

1.2.1.2.2. Organe septal (de Masera)

L'organe septal, ou organe de Masera, est un ilot de neuroépithélium olfactif séparé de la
muqueuse olfactive par de la muqueuse respiratoire, et situé de chaque cété de la base
ventrale du septum nasal, prés du nasopharynx (Figure 6, n°2). Découvert en 1921 par Broman
et décrit par Rodolfo-Masera en 1943, il a été observé chez de nombreux rongeurs (Adams et
McFarland, 1971; Bojsen-Moller, 1975; Katz et Merzel, 1977; Taniguchi et al., 1993). Cet organe
a une composition cellulaire similaire a la muqueuse olfactive et a I'organe voméronasal. Il
comporte des neurones ciliés, des cellules microvillaires, des cellules de soutien et des
glandes de Bowman (Taniguchi et al., 1993). Cependant, I'organe septal différe de la
mugqueuse olfactive car il contient un nombre inférieur de couches de neurones (2 ou 3), contre
6 a 8 dans la plupart des régions de I'épithélium principal (Ma et al., 2003; Weiler et Farbman,
2003). De plus, les neurones de I'organe de Masera ont un corps cellulaire aplati et des
dendrites plus courtes et plus larges que les neurones de I'épithélium olfactif (Ma et al., 2003)

(Figure 6, encadré 2).

L'organe septal est un systeme chimiosensoriel répondant a diverses molécules chimiques,
dont des odorants (Marshall et Maruniak, 1986). En effet, cet organe exprime entre 50 et 80
récepteurs olfactifs, exclusivement de classe Il, qui ne sont pas spécifiques a ce tissu (Kaluza
et al., 2004; Tian et Ma, 2004). En raison de son positionnement a I'entrée du canal nasopalatin,
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I'organe septal est parfaitement adapté a la détection de composés odorants volatiles ou
encore aqueux, en provenance de la cavité buccale. Il est donc envisageable que I'organe
septal ait un double réle fonctionnel, a savoir I'examen des odeurs alimentaires et
I'identification des signaux socio-sexuels (Breer et al., 2006). Il a par ailleurs été démontré que
les neurones de l'organe septal répondent également a des stimuli mécaniques. Cette
mécanosensibilité augmente l'activité de neurones individuels lorsqu'ils sont faiblement
stimulés par des odorants et pourrait fournir une aide périphérique permettant la
synchronisation de I'activité du bulbe olfactif (oscillation théta) avec le rythme respiratoire

(Grosmaitre et al., 2007).
1.2.1.2.3. Ganglion de Griineberg

Le ganglion de Griineberg est situé de chaque coté de l'extrémité antérieure du septum nasal
(Figure 6, n°3). A l'origine, il était supposé non sensoriel et appartenant au nerf terminal
(Griineberg, 1973). Cependant, des études ont révélé que le ganglion de Griineberg consiste
en un amas de 300 a 500 neurones exprimant 'OMP (Olfactory Marker Protein), un marqueur
des neurones chimiosensoriels matures, bien qu'ils ne posséedent pas les cils ou les dendrites
caractéristiques des neurones olfactifs. Le ganglion de Griineberg possede également une
structure cellulaire différente des epithelia pseudostratifiés de la muqueuse olfactive, de
I'organe voméronasal et de l'organe septal. Il forme une fleche d’environ 1 millimeétre de
longueur, composée de neurones et de fibroblastes enfermés dans une capsule d’épithélium
kératinisé (Figure 6, encadré 3). Cependant, a I'image des neurones olfactifs des systéemes
décrits précédemment, chaque neurone du ganglion de Griineberg étend un axone unique

(Brechbiihl et al., 2008).

Le ganglion de Griineberg agit, chez les souris nouvelles-nées et adultes, comme un sous-
systeme olfactif d'alerte primordial, dédié a la reconnaissance des molécules d'alarme et
requérant une attention immédiate. Les neurones du ganglion de Griineberg répondent

également au froid (Mamasuew et al., 2008). Son emplacement inhabituel, a I'extrémité du nez,
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Figure 6. Organe voméronasal, organe septal et ganglion de Griineberg de souris.

A gauche, coupes transversales colorées a I'hnématoxyline-éosine indiquant la localisation de
I'organe voméronasal (1, rouge), de l'organe septal (2, vert) et du ganglion de Griineberg (3,
bleu), et vues agrandies de chacun dans les encadrés a droite. Les capsules d’épithélium
kératinisé contenant les neurones sensoriels du ganglion de Griineberg sont fléchées en 3.
Barres d'échelle : 500 pm (coupes) ; 50 um (encadrés) (Barrios et al., 2014).



loin du systeme olfactif principal, lui permet de détecter rapidement les stimuli. Le ganglion de
Griineberg a été identifié chez toutes les especes de mammiferes étudiées jusqu'a présent, y
compris chez I'embryon humain (Brechbiihl et al., 2008; Fleischer et al., 2006; Storan et Key,

2006).

Chacun des systemes chimiosensoriels décrits précédemment est hautement spécialisé dans
la détection de composés odorants et/ou phéromonaux et organisé spécifiquement afin
d’assurer l'interaction et le dialogue avec I'environnement. Une fois pergues par ces capteurs
sensoriels périphériques, les informations chimiques sont ensuite transmises a des structures

cérébrales centrales qui les analysent.

1.2.2. Traitement central de I'olfaction

1.2.2.1. Bulbe olfactif

Le bulbe olfactif est une structure cérébrale paire, proche de la cavité nasale dont elle est
séparée par la lame criblée de I'os éthmoide. La fonction principale du bulbe olfactif est
d’intégrer l'information olfactive en provenance des différents organes sensoriels olfactifs
périphériques, avant de la relayer vers différentes structures cérébrales qui seront

responsables du traitement plus avancé de cette information.

1.2.2.1.1. Afférences

La plus grande partie du bulbe olfactif recoit des projections en provenance des neurones de
la muqueuse. Les axones des neurones de I'organe septal forment un ou deux faisceaux qui
projettent sur environ 15 glomérules de la partie ventromédiale du bulbe olfactif postérieur
(Ma et al,, 2003). L'ensemble des axones des neurones du ganglion de Griineberg fait, Iui,
synapse au niveau du complexe en collier du bulbe olfactif. En revanche, les axones issus des
neurones de I'organe voméronasal aboutissent au niveau du bulbe olfactif accessoire, qui est
une structure distincte située dans la région dorsale du bulbe olfactif principal (Tirindelli et al.,

2009) (Figure 7).

29



Bulbe olfactif accessoire
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collier

Figure 7. Projections nerveuses des organes olfactifs vers les bulbes olfactifs du systeme
nerveux central.

Les axones des neurones olfactifs de I'épithélium olfactif principal innervent la plus grande
partie des bulbes olfactifs principaux (orange). Les axones des neurones olfactifs de I'organe
voméronasal se projettent dans les bulbes olfactifs accessoires (rouge). Les axones des
neurones olfactifs du ganglion de Griineberg font synapse au niveau du complexe en collier
des bulbes olfactifs principaux (bleu) tandis que les axones des neurones olfactifs de
I'organe septal projettent sur des glomérules de la partie ventro-médiane des bulbes olfactifs
principaux (vert) (adapté de Munger et al., 2009).
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Figure 8. Convergence glomérulaire des neurones sensoriels olfactifs.

A : Schéma de la convergence glomérulaire des neurones olfactifs exprimant les mémes
récepteurs olfactifs vers le méme glomérule du bulbe olfactif (Sakano, 2010).

B : Septum nasal et partie médiane du bulbe olfactif d'une souris P2-IRES-tau-lacZ de 4 mois,
marquée a I'X-Gal. Les axones des neurones olfactifs exprimant le récepteur P2 convergent,
traversent la lame criblée pour atteindre le méme glomérule olfactif (Mombaerts et al.,

1996).



Par ailleurs, les axones des neurones de la muqueuse olfactive exprimant un méme type de
récepteur olfactif se regroupent en faisceaux et contactent un glomérule unique au niveau du
bulbe olfactif. C'est ce qu’on appelle la convergence glomérulaire des neurones sensoriels

olfactifs (Mombaerts et al., 1996) (Figure 8).
1.2.2.1.2. Architecture cellulaire

Les axones des neurones olfactifs font donc synapse, au sein des glomérules du bulbe olfactif,
avec deux types de neurones de projection : les cellules mitrales et les cellules a panache, qui
étendent une unique dendrite primaire par glomérule. Les dendrites secondaires des cellules
mitrales et des cellules a panache rejoignent la couche plexiforme externe ou elles forment
des synapses réciproques avec les dendrites des cellules périglomérulaires. A I'opposé, les
axones des cellules mitrales et des cellules a panache traversent la couche plexiforme interne
pour rejoindre la couche des cellules granulaires, interneurones sans axone dont les dendrites

s'étendent apicalement jusqu’aux cellules mitrales (Nagayama et al., 2014) (Figure 9).
1.2.2.1.3. Codage de l'information

Un odorant peut activer plusieurs récepteurs olfactifs et un récepteur olfactif reconnaitre
plusieurs odorants : I'information olfactive est donc encodée de fagon périphérique par des
motifs de localisation de récepteurs répondant a une substance (Malnic et al., 1999). Par
ailleurs, du fait de la convergence glomérulaire, chaque glomérule représente un seul récepteur
olfactif et la localisation de chacun d’eux a été conservée au cours de I'évolution, représentant
un second codage spatial de I'information olfactive (Mombaerts et al., 1996) (Figure 10). De
plus, les odeurs peuvent induire une activité oscillatoire dans les gammes de fréquences théta
(4.5 - 8 Hz), béta (12 — 45 Hz) et gamma (35 — 80 Hz), ce qui refléte une synchronisation
rythmique d'ensembles neuronaux spécifiques d’'un stimulus. Ces motifs d'activité olfactive
sont tres dynamiques, évoluant parfois sur des centaines de millisecondes, voire des

secondes. Des travaux chez les insectes et les vertébrés indiquent que cette dynamique peut
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Figure 9. Réseau neuronal du bulbe olfactif.

Les axones des neurones sensoriels olfactifs forment des synapses dans la couche
glomérulaire (CG), constituée de glomérules (orange) représentant chacun un type de
récepteur olfactif. Les cellules mitrales (vert) et les cellules a panache (bleu) y projettent une
dendrite primaire par laquelle elles regoivent les apports synaptiques des axones des
neurones sensoriels olfactifs. Elles forment également des synapses réciproques avec les
dendrites des cellules périglomérulaires (violet). Leurs axones sortent du bulbe olfactif en
formant le tractus olfactif latéral au niveau de la couche plexiforme interne (CPI) et projettent
dans le cortex olfactif.

Le soma des cellules mitrales se situe dans la couche mitrale (CM), tandis que les cellules a
panache sont disséminées dans la couche plexiforme externe (CPE). Les dendrites
secondaires des cellules mitrales et touffetées sont allongées dans la CPE, ou elles forment
des synapses réciproques avec les dendrites des cellules granulaires, qui sont des
interneurones sans axone (adapté de Nagayama et al., 2014).
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Figure 10. Codage de l'information olfactive.

Au niveau de la muqueuse olfactive, différentes parties colorées d'un méme odorant peuvent
activer des récepteurs différents : I'identité d'un odorant est donc codée par la combinaison
de récepteurs qu'il sera capable d’'activer simultanément. Par ailleurs, un méme récepteur
peut répondre a une variété d'odorants. Au niveau central, la position des glomérules activés
constitue un second niveau de codage. La combinaison du codage périphérique et central
crée ce que I'on appelle le codage combinatoire de l'information olfactive. Compte tenu du
trés grand nombre de combinaisons possibles, ce systeme permettrait de discriminer une
variété presque illimitée d’odorants différents (adapté de Firestein, 2001).



transmettre des informations supplémentaires sur le stimulus et jouer un réle important dans
le traitement des représentations odorantes (Laurent, 2002). Par ailleurs, le réseau
glomérulaire représenté par les cellules mitrales, a panache, périglomérulaires et granulaires
effectuerait différentes taches, comme normaliser l'intensité de la réponse, dé-corréler les

motifs d’activités superposés et extraire les caractéristiques du message (Spors et al., 2012).
1.2.2.2. Projections cérébrales

Les axones des cellules mitrales et a panache sortent du bulbe olfactif en formant le tractus
olfactif latéral avant de rejoindre le cortex olfactif, divisé en cing aires principales : le noyau
olfactif antérieur (qui connecte les deux bulbes olfactifs par une portion de la commissure
antérieure), le tubercule olfactif, le cortex piriforme, 'amygdale et le cortex entorhinal. A partir
des quatre derniéres aires, l'information est relayée au cortex orbitofrontal via le thalamus.
Cependant, le cortex olfactif établit également des contacts directs avec le cortex frontal. De
plus, l'information olfactive est transmise de l'amygdale a I'hypothalamus et de la zone
entorhinale a I'hippocampe (Figure 11). Les voies afférentes du thalamus jusqu'au cortex
orbitofrontal sont responsables de la perception et de la discrimination des odeurs car cette
capacité est abolie chez des personnes présentant des lésions du cortex orbitofrontal. En
revanche, les voies olfactives menant a I'amygdale et a I'hypothalamus, appartenant toutes
deux au systeme limbique, relaient les aspects émotionnels et motivationnels de l'odorat ainsi
que de nombreux effets comportementaux et physiologiques liés a la perception des odeurs

(Buck et Bargmann, 2000).

Les cellules mitrales du bulbe olfactif accessoire, qui recoivent les projections des neurones
de 'organe voméronasal, projettent leurs axones vers différents noyaux du systeme limbique
(amygdaloide médial, cortical amygdaloide postéromédial, lit de la strie terminale et tractus
olfactif accessoire). Ces structures sont, a leur tour, reliées a plusieurs noyaux
hypothalamiques, comme la zone préoptique médiane, I'hypothalamus ventromédial et les
noyaux prémamillaire et supraoptique (Dulac et Wagner, 2006; Meredith, 1998). Ces régions
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Figure 11. Projection centrale du message olfactif chez la souris.

Les axones des cellules mitrales et a panache (bleu) sortent du bulbe olfactif en formant le
tractus olfactif latéral avant de rejoindre le cortex olfactif, divisé en cinq aires principales : le
noyau olfactif antérieur (qui connecte les deux bulbes olfactifs par une portion de la
commissure antérieure), le tubercule olfactif, le cortex piriforme, I'amygdale et le cortex
entorhinal. A partir des quatre derniéres aires, l'information est relayée au cortex orbitofrontal
via le thalamus. Le cortex olfactif établit également des contacts directs avec le cortex
frontal. De plus, I'information olfactive est transmise de I'amygdale a I'hypothalamus et de la
zone entorhinale a I'hippocampe. Les cellules mitrales du bulbe olfactif accessoire, qui
recoivent les projections des neurones voméronasaux (rose), projettent leurs axones vers
différents noyaux de [I'amygdale. Ces derniers sont reliés a plusieurs noyaux
hypothalamiques (Buck et Bargmann, 2000).



sont interconnectées et des décennies d'études de lésion ou de stimulation de ces zones ont
révélé leur importance dans le controle des comportements sociaux d'accouplement et
d'agression chez les deux sexes (Colpaert et Wiepkema, 1976; Emery et Sachs, 1976; Erb et
Stewart, 1999; Goy et Phoenix, 1963; Kondo et al., 1998). Par exemple, des rats ayants subi
une lésion bilatérale du noyau postéromédial de I'amygdale présentent des troubles de

I'érection et du comportement copulatoire (Kondo et al., 1998).

2. Les chimiorécepteurs rhino-laryngés

Les sensations olfactives et gustatives sont permises par la présence de tissus hautement
spécialisés, présentés et décrits dans les parties précédentes. Cependant, I'immense diversité
de composés chimiques pouvant étre détectés par les animaux exige la présence d’entités
moléculaires capables de les percevoir correctement. Cette partie du manuscrit présente les
premiers acteurs des perceptions gustative et olfactive : les chimiorécepteurs gustatifs,
olfactifs, phéromonaux, ainsi que leurs partenaires de signalisation cellulaire. Ces acteurs
sont présents dans la région rhino-laryngée chez 'homme comme chez les autres vertébrés
et appartiennent tous, a I'exception des récepteurs guanylate cyclase-D, a la superfamille des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les RCPG s’associent a une protéine G,
responsable de l'initiation de la transduction du signal chimique apres activation du récepteur
par la fixation d’'un ligand extracellulaire. Les RCPG ont une structure commune du fait de leurs
sept domaines transmembranaires en hélice a. lls peuvent étre classés en cing classes basées

sur des similarités de séquences protéiques.
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2.1. Les récepteurs gustatifs

Le role physiologique du golt est de fournir la capacité de détecter les nutriments clés avant
l'ingestion et d'éviter les molécules potentiellement nocives, généralement au golt amer,

comme les alcaloides végétaux.

2.1.1. Récepteurs gustatifs de type 1

Chez 'homme, les godts sucrés et umami sont détectés par les récepteurs codés par trois
genes de la famille des récepteurs gustatifs de type 1 (T1R : les génes sont désignés comme
TAS1TRx chez 'homme et Tas1rx chez la souris, et les protéines T1Rx), RCPG de classe C (Li
et al., 2002; Nelson et al., 2001, 2002) (Figure 12 A). De fagon intéressante, les 3 génes de la
famille T1R sont conservés chez les vertébrés terrestres a I'exception des chats, pour lesquels
TASTR2 est un pseudogéne (Li et al., 2005). La perte de ce dernier et donc de la perception du
go(t sucré est conforme a la diéte de ces animaux, qui sont en effet des carnivores (Liman,
2006). Bien que la plupart des espéces conservent des T1R fonctionnels, la spécificité de leurs
ligands peut varier pour permettre la détection d'éléments nutritifs naturels propres aux
espéeces. Par exemple, les récepteurs sucrés de 'homme et de la souris différent par leur
sensibilité a la brazéine, qui a un gout tres sucré pour 'homme, alors que les souris y sont
indifférentes. L'origine structurelle de cette différence a été cartographiée a une région riche

en cystéine dans le récepteur T1R3 (Jiang et al., 2004).

Au niveau des cellules gustatives de type ll, les sucres et autres substances sucrées se lient a
des dimeéres de récepteurs T1R2/T1RS3, bien que d’autres récepteurs au sucré sont suspectés
(Cui et al., 2006; Morini et al., 2005; Nelson et al., 2001). Le glutamate monosodique, goGt
umami typique, se lie au dimeére T1R1/T1R3 ainsi qu'a des formes de récepteurs
métabotropiques au glutamate telles que mGIuR1 et une forme tronquée de mGIuR4

(Chaudhari et al., 2000; Nakashima et al., 2012).
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2.1.2. Récepteurs gustatifs de type 2

Les stimuli au goGt amer, eux, activent les récepteurs gustatifs de type 2 (T2R : les génes sont
désignés comme TAS2Rx chez I'homme et Tas2rx chez la souris, et les protéines T2Rx)
appartenant a la classe A de la famille des RCPG (Di Pizio et al., 2016; Risso et al., 2014; Zhao
et al., 2003) (Figure 12 A). Les génes des T2R sont présents en nombre variable parmi les
différentes espéces, ayant subi une expansion rapide et une pseudogénisation (Niimura et Nei,
2006). Chez 'homme, 25 génes de la famille T2R sont fonctionnels contre 35 chez la souris
(Fischer et al., 2005; Go et al., 2005; Niimura et Nei, 2006). Comparé au génome murin
contenant trois pseudogenes, le génome humain en contient huit. Ceci représente un haut taux
de pseudogénisation, par ailleurs supérieur a celui observé chez d’'autres primates (Go et al.,
2005). L’hypothése a été avancée qu'une perte de pression sélective sur les genes T2R dans
I'évolution humaine pourrait résulter d'une diminution de la dépendance aux nutriments des
plantes contenant des toxines, dont le go(t est classiquement amer (Antinucci et Risso, 2017;
Shi et Zhang, 2006). Par ailleurs, la sélection a également entrainé la modification de la
spécificité des T2R a leurs ligands, a I'image de la famille T1R. Ceci peut étre illustré avec
I'exemple de TAS2R38, encodant un récepteur sensible au phénylthiocarbamide, molécule
pouvant étre pergue comme trés amere ou sans goUt selon les personnes. La sensibilité a
cette molécule est parfaitement corrélée a celle a la L-5-vinyl-2-thio-oxazolidone, produite par
les Brassicacées comme le chou et le brocoli. La capacité individuelle a percevoir le godt du
phénylthiocarbamide ou celui de la L-5-vinyl-2-thio-oxazolidone varie du fait d'un
polymorphisme des alléles de ce gene. La stabilité et la prévalence de ce polymorphisme en
ont fait un exemple de sélection positive, ou deux ou plusieurs formes du géne sont
maintenues dans la population en raison de I'avantage qu’elles procurent (Roper et Chaudhari,

2017).
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2.1.3. Récepteurs gustatifs a I'acide et au sel

Les stimuli acides activent les cellules de type Il dites présynaptiques. Cependant, les canaux
ou récepteurs sous-tendant cette sensation demeurent mal connus (Huang et al., 2006,
2008b). L'acidification du cytosol de la cellule présynaptique pourrait constituer un stimulus
entrainant 'ouverture de canaux cationiques ou la fermeture de canaux potassiques sensibles
aux protons tels que les canaux Acid-Sensing lon Channel 2 (ASIC2), Potassium Channel K3
(KCNK3), Polycystic kidney disease 2-like 1 (PKD2L1), ou encore Otopetrin 1 (OTOP1),
permettant la dépolarisation de la membrane (Desimone et al., 2012; Horio et al., 2011; Huang
et al., 2008b; Lin et al., 2004, Lyall et al., 2001; Richter et al., 2004; Shimada et al., 2006; Tu et
al., 2018). Les cellules et détecteurs sensibles aux stimuli salés sont encore méconnus.
Cependant chez les rongeurs, les cellules gustatives de type | expriment les canaux sodiques
épithéliaux (Epithelial Sodium Channel, ENaC), a la base de la détection du sel (Chandrashekar
et al., 2010; Heck et al., 1984; Vandenbeuch et al., 2008). En effet, les animaux ayant subi un

KO du gene ENaC ne présentent pas de réponse aux stimuli salés (Chandrashekar et al., 2010).
2.1.4. Transduction du signal gustatif

La transduction des stimuli sucrés, amers et umami est assurée par la sous-unité protéique
Gays (aussi connue sous le nom de gustducine ou GNAT3), spécifique du go(t, ainsi que par
les sous-unités GB3s et Gy.s. L'activation de ce trimére de protéines G entraine I'activation de la
phospholipase B2 (PLCB2) qui clive le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) en inositol
triphosphate (IPs) et diacylglycérol (DAG), a l'origine de la voie de signalisation IP3/DAG
(Chaudhari et Roper, 2010; McLaughlin et al., 1992). L'augmentation de la concentration de
calcium (Ca?*) intracellulaire induite par cette voie entraine l'ouverture des canaux TRPM5
(Transient Receptor Potential M5), permettant I'entrée d'ions sodium (Na*) et la dépolarisation
de la membrane de la cellule gustative (Liu et Liman, 2003). D’autre part, le Ca%* et la

dépolarisation seraient a l'origine de l'ouverture d’'hémicanaux membranaires pannexine 1,
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Figure 12. Récepteurs gustatifs et transduction gustative intracellulaire.

A : Chez 'homme, les golts sucrés et umami sont détectés par des récepteurs codés par 3
genes de la famille des récepteurs gustatifs de type 1, RCPG de classe C. Les substances
sucrées se lient a des dimeres des récepteurs TTR2/T1R3. Les substances umami se lient au
dimére TT1R1/T1R3. Les stimuli amers activent les récepteurs gustatifs de type 2 (T2R)
appartenant a la classe A de la famille des RCPG. La transduction intracellulaire des stimuli
sucrés, amers et umami est assurée par la protéine Ga,,s (notée G) spécifique du godt, ainsi
que par les sous-unités GB et y (Kobayashi et al., 2010).

B : La transduction gustative dépend de l'activation de la voie IP;/DAG par l'intermédiaire de
la phospholipase B2 (PLCB2), permettant la libération des stocks de calcium intracellulaire.
Ceci entraine I'ouverture des canaux TrpM5, permettant I'entrée d'ions Na*, la dépolarisation
de la membrane de la cellule gustative et la libération d’ATP via les canaux Pannexine 1
(Panx1) (Chaudhari et Roper, 2010).



permettant la sortie de 'ATP et la stimulation des fibres sensorielles afférentes (Dando et

Roper, 2009; Huang et Roper, 2010; Huang et al., 2007) (Figure 12 B).

2.2. Les récepteurs olfactifs

2.2.1. Généralités

Parmi les cing sens, l'olfaction est parfois considérée comme le moins important chez
I'hnomme, mais elle est essentielle a la survie de nombreux animaux. Les récepteurs olfactifs,
découverts chez le rat par Linda Buck et Richard Axel en 1991, sont les premiers acteurs de la
physiologie olfactive. lls composent une trés grande famille multigénique de RCPG dont
I'expression a longtemps été considérée comme restreinte a I'épithélium olfactif (Buck et Axel,
1991). La publication de cet article fondateur, récompensé par un prix Nobel en 2004, a ouvert
la voie a de nombreuses études sur la chimioréception, permettant l'identification dans les

décennies suivantes de nombreux autres génes codant pour des récepteurs chimiosensoriels.

Au sein de I'épithélium olfactif, 'expression des récepteurs olfactifs est monogénique, c’est-a-
dire que chaque neurone exprime un seul type de récepteur olfactif, et différents neurones
exprimant le méme récepteur sont disséminés dans I'épithélium (Vassar et al., 1993). Ainsi, la
gamme d’'odorants pouvant étre pergue par un individu dépend du patron d'expression des
récepteurs olfactifs et de la structure protéique encodée par chacun de leurs génes. Par
ailleurs, les récepteurs olfactifs ont été décrits comme capables de s’homo-dimériser in vitro,
ce qui pourrait favoriser le contréle cellulaire de leur qualité, leur trafic jusqu’a la membrane

cellulaire ou leur signalisation intracellulaire (Belloir et al., 2017; Wade et al., 2011).
2.2.2. Evolution phylogénétique

Au moment de leur découverte, Buck et Axel estiment a un millier le nombre de genes codant
pour les récepteurs olfactifs chez les mammiféres, un nombre validé par les différents
séquencages génomiques effectués au début des années 2000. Le génome des mammiferes
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comptant de 20 000 a 25 000 genes, les membres de la famille des récepteurs olfactifs

représenteraient donc 2% du génome et leurs protéines 4 a 5% du protéome.

D’un point de vue évolutif, le répertoire des génes codant pour ces récepteurs a connu une
grande diversification et expansion : 32 genes codent pour des récepteurs olfactifs chez la
lamproie, contre plus de 1000 chez la souris. Les récepteurs olfactifs ont la particularité de ne
pas contenir d’introns dans leur partie codante (Buck et Axel, 1991; Nef et al., 1992). Selon les
especes, ce répertoire contient un nombre variable de pseudogénes (génes ayant perdu leur
fonctionnalité, leur transcription étant empéchée par la présence d'un codon stop dans leur
séquence). Chez I'homme, le répertoire des récepteurs olfactifs est pseudogénisé a 51,8%.
Son génome contient 396 genes fonctionnels et 425 pseudogénes (Matsui et al., 2010). Au
sein des génomes mammiferes, les récepteurs olfactifs sont regroupés en clusters composés
de familles différentes (Ben-Arie et al., 1994; Rouquier et al., 1998; Sullivan et al., 1996). Chez
I'homme, ces clusters sont répartis sur tous les chromosomes, a I'exception des
chromosomes 20 et Y. Le chromosome 11 abrite plus de 40% de la totalité des genes codant

pour ces récepteurs (Niimura et Nei, 2003).

Des analyses phylogénétiques ont démontré que, chez les vertébrés, tous les génes codant
pour des récepteurs olfactifs appartiennent a neuf groupes dérivant de neuf genes ancestraux
communs. Huit de ces groupes existent encore chez les poissons actuels mais seulement
deux (désignés groupes a et y) chez les mammiféres, chez lesquels le groupe y s’est
énormément diversifié pour contenir environ 90% de la totalité des récepteurs connus (Niimura
et Nei, 2005). Ces deux groupes phylogénétiques correspondent aux deux classes de
récepteurs mises en évidence chez la grenouille Xenopus laevis : (i) les récepteurs de classe |,
dits «fish-like», correspondant au groupe q, et (ii) les récepteurs de classe ll, dits «tetrapod-
like» ou «mammalian-like», correspondant au groupe y (Freitag et al., 1995). La classe | est
ainsi la plus ancienne et domine le répertoire des récepteurs olfactifs chez les poissons, ce

qui amene a la déduction qu’elle est spécialisée dans la détection de composés odorants
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solubles (Freitag et al., 1998). Chez les mammiféres, la classe | est représentée par les familles
numérotées 51, 52, 55 et 56. Sa fonction est énigmatique : chez ces espéces, pour l'essentiel
terrestres, les récepteurs de classe | pourraient remplir d'autres fonctions que I'olfaction
(Glusman et al., 2000; Hayden et al., 2010). Les récepteurs de classe |l dominent le génome
mammifére et sont donc considérés comme spécialisés dans la détection de composés
odorants volatiles et insolubles présents dans l'air. Chez les mammiféres, la classe Il a été
initialement décrite comme composée de 14 familles annotées de 1 a 14 (Glusman et al.,
2000). Cependant, sur la base de similarités structurales ou d'affinités pour des ligands, des
analyses phylogénétiques ont réduit ce nombre a 9 familles, dénommées (1, 3,7), (2, 13), 4, (5,
8,9),6,10,11, 12, et 14 (Hayden et al., 2010). De fagon intéressante, les récepteurs de classe
Il composent également la plus grande partie du répertoire des mammiféres marins, suggérant
que cette classe possede aussi un role important pour la survie dans un milieu aquatique
(Hayden et al., 2010; Meredith et al., 2011) et qu'ils pourraient percevoir des composés non

volatiles (Figure 13).
2.2.3. Structure protéique

Les récepteurs olfactifs appartiennent a la classe A, dite «Rhodopsin-like», de la superfamille
des RCPG. Cette derniére inclut les récepteurs aux opsines pour la détection de la lumiere,
ainsi que les récepteurs aux neurotransmetteurs, aux hormones peptidiques, aux chimiokines,

aux lipides et aux nucléotides (pour revue, Fredriksson et al., 2003).

En moyenne, les récepteurs olfactifs sont constitués de 310 acides aminés, et plusieurs motifs
sont caractéristiques de cette famille. L'un des motifs conservés est le motif cMAYDRYVAIC»,
localisé a la jonction du 3*™ domaine transmembranaire et de la boucle intracellulaire entre le
3¢me et le 4™ domaine. La séquence d’acides aminés «DRY», hautement conservée parmi les
RCPG de classe A, est probablement importante pour leur couplage aux protéines G, bien que
le mécanisme précis d’activation de ces derniéres demeure inconnu (Rovati et al., 2007). Au

niveau du segment intracellulaire du 6™ domaine transmembranaire, qui s'incline vers
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Figure 13. Evolution phylogénétique des classes de récepteurs olfactifs de mammiferes.
D’un point de vue évolutif, le répertoire des genes codant pour les récepteurs olfactifs a
connu une grande diversification et expansion : plus de 1000 genes codent ces récepteurs
chez la souris et 396 chez 'homme. Des analyses phylogénétiques ont démontré que, chez
les vertébrés, tous ces genes appartiennent a neuf groupes dérivant de neuf génes
ancestraux communs. Seuls deux de ces groupes sont conservés chez les mammiféres : la
classe | est représentée par les familles nhumérotées 51, 52, 55 et 56 et la classe Il a été
décrite comme composée de neuf familles dénommeées (1, 3, 7), (2, 13), 4, (5, 8, 9), 6, 10, 11,
12 et 14 (Hayden et al., 2010).



I'extérieur suite a la liaison du ligand, un motif <KRXKKAFSTCxSH» est hautement conservé parmi
les récepteurs de mammiferes, suggérant un réle pour ce motif dans le contréle de I'activation
du récepteur (de March et al., 2018) (Figure 14). Par ailleurs, 22 positions d'acides aminés,
réparties entre les domaines transmembranaires 3 et 6, sont supposées former la «poche» de
liaison du ligand du fait de leur haute conservation entre récepteurs orthologues, mais haute
variabilité entre paralogues (Man et al., 2004). Comme décrit précédemment, la perception des
odeurs passe par un codage combinatoire ou un récepteur olfactif peut reconnaitre plusieurs
odorants et, réciproquement, un odorant peut activer plusieurs récepteurs olfactifs (Malnic et
al., 1999). Ainsi, il existe un nombre virtuellement infini d'odorants et donc de leurs sites de
liaison sur les récepteurs. Par conséquent, la modélisation moléculaire offre I'occasion unique
d'obtenir des détails au niveau atomique de ces récepteurs. Grace aux progres récents dans
ce domaine, la simulation moléculaire des récepteurs olfactifs devient de plus en plus utilisée
et a permis l'identification des résidus impliqués dans la liaison de I'odorant a son récepteur

(Guo et al., 2015; Launay et al., 2012; de March et Golebiowski, 2014; de March et al., 2015).

2.2.4. Transduction olfactive canonique

L'olfaction débute quand, aprés son entrée dans la cavité nasale et sa solubilisation dans le
mucus, la molécule odorante se lie a un récepteur présent a la surface des cils dendritiques
des neurones (Niimura, 2012). L'activation de ce récepteur va transformer le signal
extracellulaire, représenté par la molécule odorante, en signal intracellulaire par I'intermédiaire
de la protéine hétérotrimérique Ga,ir (protéine Ga spécifique de I'olfaction, aussi connue sous
le nom de GNAL), a activité guanosine triphosphatase (GTPase) (Belluscio et al., 1998; Chan
et al,, 2011; Jones et Reed, 1989). Dans son état basal, la protéine G est un hétérotrimere
composé de trois sous-unités protéiques q, B, et y. Sa conformation change au moment de la
liaison du ligand au RCPG et se traduit par la dissociation de guanosine diphosphate (GDP) de
la sous-unité a, qui se réassocie avec le guanosine triphosphate (GTP). La protéine G est

inactivée quand le GTP est hydrolysé en GDP. Ce processus peut étre accéléré par un
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Figure 14. Structure protéique des récepteurs olfactifs.

Les récepteurs olfactifs appartiennent a la classe A, dite «Rhodopsin-like», de la superfamille
des RCPG a 7 domaines transmembranaires. L'extrémité —NH2 est extracellulaire et
I'extrémité —COOH intracellulaire. En moyenne, les récepteurs olfactifs sont constitués de
310 acides aminés, dont la conservation est variable. Certains sont hautement conservés et
forment des motifs caractéristiques. L'un d'eux est le motif «<DRY», localisé a la jonction du
3¢me domaine transmembranaire et de la boucle intracellulaire entre le 3¢me et |e 4éme
domaine, probablement important pour le couplage des récepteurs olfactifs aux protéines G.
Au niveau du segment intracellulaire du 6™ domaine, qui s'incline vers I'extérieur suite a la
liaison du ligand, un motif «KRxKAFSTCxSH» est hautement conservé parmi les récepteurs de
mammiferes, suggérant son réle dans le controle de I'activation du récepteur. Par ailleurs, 22
positions d'acides aminés, réparties entre les domaines 3 et 6, sont supposées former la
poche de liaison du ligand, du fait de leur haute conservation entre récepteurs orthologues et
de leur haute variabilité entre paralogues (adapté de Mombaerts, 2004).
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Figure 15. Transduction intracellulaire olfactive canonique.

La liaison d'un odorant sur son récepteur olfactif (OR) active successivement la protéine G
trimérique Ga,; spécifique de l'olfaction (ici G.s), I'adénylate cyclase Il (ACIll), le canal
sensible aux nucléotides cycliques (CNGC) composé d’'une sous-unité B1b, une A4 et deux
A2 et un canal chlorure sensible au calcium (CaCC). L'activation des deux types de canaux
conduit finalement a la dépolarisation de la membrane et a la transduction du signal odorant
chimique en signal électrique, transmis au systéme nerveux central (Kaupp, 2010).



régulateur de l'activité des protéines G, la famille RGS (Regulator of G protein Signaling), a
I'image de RGS-3, spécifiquement exprimée dans les neurones sensoriels de Caenorhabditis
elegans (Ferkey et al., 2007; Norlin et Berghard, 2001). En revanche, la signalisation des
protéines G peut également étre augmentée par les facteurs d'échange des nucléotides
guanine (Guanosine nucleotide Exchange Factors, GEFs), qui catalysent la dissociation du
GDP; la protéine Ric8b, une GEF, est exprimée dans les neurones olfactifs (Chan et al,, 2011;
Kerr et al., 2008). La principale cible de la forme activée de Gaor est I'adénylate cyclase Ill (AC3
ou ADCY3), qui convertit 'ATP en adénosine cyclique monophosphate (AMPc) (Bakalyar et
Reed, 1990; Chen et al., 2012). L'activation de '’AC3 augmente la concentration intracellulaire
d’AMPc dans les cils olfactifs, engendrant I'ouverture de canaux sensibles aux nucléotides
cycliques (Cyclic Nucleotide-Gated channels, CNG, composés des sous-unités A2, A4 et B1b).
Ceci entraine une augmentation de la concentration de divers cations intracellulaires, dont les
ions calciques Ca?*, et aboutit a la dépolarisation de la membrane du neurone (Kleene, 2008;
Nakamura et Gold, 1987). En outre, la hausse de concentration des ions Ca?* active les canaux
chlorure sensibles au calcium qui promeuvent I'efflux d'anions chlorure CI vers le milieu
extracellulaire, ce qui amplifie la dépolarisation initiée par I'ouverture des canaux CNG et donne
naissance a un potentiel d’action qui sera transmis le long de I'axone du neurone (Kleene, 1997;

Stephan et al., 2009) (Figure 15).
2.2.5. Transduction olfactive non-canonique

La voie canonique Gaoi/AC3 n'est pas la seule impliquée dans la transduction olfactive. La
voie de signalisation dépendant de la protéine Gaq active la PLCB2 a I'origine de la voie IP3/DAG
abordée précédemment et décrite comme une cascade de signalisation alternative dans les
neurones (Ache, 2010; Restrepo et al., 1990; Spehr et al., 2002; Weber et al., 2017). En effet, la
plupart des neurones expriment a la fois 'AC3 et la PLCB2, requises pour les cascades de
signalisation liées a 'AMPc et a I'lP3/DAG, respectivement (Noé et Breer, 1998). Par ailleurs

5% des neurones de I'épithélium olfactif expriment uniquement la PLCB2 (Elsaesser et al.,
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2005). Nonobstant, le blocage de cette voie IPs/DAG augmente le signal de transduction
olfactive, ce qui suggere que cette voie module la voie de 'TAMPc dans les neurones (Spehr et

al., 2002).

Les récepteurs olfactifs peuvent également s’associer a d'autres protéines G, puisqu’il a été
montré in vitro qu'ils se couplent indifféremment aux protéines Ga.r, Gas, et Gays/16 (Kajiya et
al., 2001). Récemment, une autre voie alternative de transduction olfactive a été démontrée
chez la souris, coexistant avec les voies décrites précédemment, et activée sélectivement par
I'intermédiaire du récepteur OIfr73 par les cétones de framboise. Cette voie repose sur
I'activation de la protéine Ga,, n'interagit pas avec la voie de 'AMPc et entraine I'efflux d’ions

Cl menant a la dépolarisation du neurone sans activation de 'AC3 (Scholz et al., 2016).

2.3. Les récepteurs aux phéromones

Chez la souris, 585 RCPG retrouvés dans l'organe voméronasal sont pour la plupart absents
de I'épithélium olfactif (Ibarra-Soria et al., 2014). A l'inverse des neurones du neuroépithélium
olfactif, les neurones de l'organe voméronasal sont capables d'exprimer de fagon
multigénique les récepteurs voméronasaux de type 1 et 2, ainsi que les récepteurs aux

peptides formylés (Ishii et Mombaerts, 2011; Silvotti et al., 2011).
2.3.1. Récepteurs voméronasaux de type 1

Les récepteurs voméronasaux de type 1 (V1R chez 'homme, V1r chez la souris) font partie de
la superfamille de RCPG de classe A et, a 'image des récepteurs olfactifs, ne possedent pas
d’introns. Les V1R, localisés dans le compartiment apical de I'organe voméronasal, constituent
la premiere famille identifiée chez le rat comme répondant aux phéromones (Dulac et Axel,

1995).
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2.3.1.1.  Evolution phylogénétique

Cette famille était déja présente chez les vertébrés inférieurs et s'est étendue chez les
mammiféres a partir d'un petit nombre de génes ancestraux (Young et al., 2010). Des
comparaisons du répertoire V1R complet de différentes espéces, incluant la souris, le rat, le
chien et I'humain, indiquent que la taille et la composition de leurs répertoires V1R dépendent
de l'espéce étudiée (Rodriguez et Mombaerts, 2002). Au sein de cette classe, le génome
d’animaux possédant un organe voméronasal organisé comporte un grand nombre de VIR :
par exemple, il en existe 239 chez la souris (Grus et al., 2007). Comme les récepteurs olfactifs,
ils possedent une expression monogénique : un neurone voméronasal exprime un seul type de
V1R (Del Punta et al., 2000; Rodriguez et al., 2002). Cependant, cette famille est absente ou
largement pseudogénisée chez les primates et les humains, lesquels posseédent un organe
voméronasal vestigial et probablement non fonctionnel (Young et al., 2010). Le répertoire VIR
humain, bien qu’'étendu, est en effet presque entierement pseudogénisé, comportant 200
pseudogenes pour seulement 5 genes fonctionnels, dont certains seraient exprimés dans la

mugqueuse olfactive (Rodriguez et Mombaerts, 2002).
2.3.1.2.  Structure, réceptivité et fonction

Les V1R possédent un court domaine N-terminal extracellulaire, et la région située entre le 2¢m®
domaine transmembranaire et les boucles extracellulaires | et Il est le site supposé de liaison
des phéromones a ces RCPG car elle montre un haut degré de variabilité entre les V1R
d’espéces différentes (Rodriguez, 2004). La signalisation intracellulaire dépendant des
récepteurs V1R est basée sur leur couplage a la protéine Gai;, qui augmente la concentration
intracellulaire de Ca?* via différents sous-types de phospholipases C activant un récepteur-
canal dépendant du potentiel TRPC2, sensible au DAG et spécifique des récepteurs
voméronasaux (Lucas et al., 2003; Zufall et al., 2005). Chez la souris, cette famille montre une
haute sensibilité a des petites phéromones organiques volatiles présentes dans I'urine de
congéneres et aux stéroides sulfatés (Boschat et al., 2002; Isogai et al., 2011) (Figure 16). En
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effet, la délétion des genes V1r chez la souris entraine une absence de réponse aux signaux
phéromonaux et des altérations de leurs comportements sociaux. Ceci établit donc clairement

les VIR comme récepteurs phéromonaux (Del Punta et al., 2002).

2.3.2. Récepteurs voméronasaux de type 2

Les récepteurs voméronasaux de type 2 (V2R chez 'homme, V2r chez la souris) sont des RCPG
de classe C exprimés au niveau du compartiment basal de I'organe voméronasal (Dulac et

Torello, 2003; Mombaerts, 2004; Tirindelli et al., 1998).

2.3.2.1.  Evolution phylogénétique

Les poissons et les grenouilles possedent le plus large répertoire de génes V2R, qui sont
absents chez certaines autres espéces comme le chien, la vache et les primates (Dong et al.,
2012; Young et Trask, 2007). Quelques genes intacts sont retrouvés chez les prosimiens mais
le répertoire humain est entierement pseudogénisé (Hohenbrink et al., 2013; Martini et al.,
2001). Les V2R mammiféres sont classés en 5 familles de A a E. Les récepteurs de famille A
représentent la majorité du répertoire (95% chez la souris) chez toutes les espéces et
présentent une forte spécificité de lignée, signifiant que des orthologues ne peuvent étre
trouvés qu’entre deux espéces proches (Silvotti et al., 2007). Dans I'organe voméronasal, les
V2R sont exprimés de fagon monogénique mais quelques neurones basaux exhibent une
expression multigénique de V2R de familles ABDE avec des V2R de famille C, ce qui démontre
une exception a la régle un récepteur/un neurone (Belluscio et al., 1999; Bozza et al., 2002;
Martini et al., 2001). De plus, les neurones V2R positifs co-expriment des génes H2-Myv, qui
appartiennent a une famille de 9 genes non classiques du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I. La fonction de la co-expression de ces génes a ce
niveau n'est pour l'instant pas élucidée mais pourrait jouer un réle dans la sensibilisation des
neurones voméronasaux a certains composés (Ishii et al., 2003; Leinders-Zufall et al., 2014;

Loconto et al., 2003).
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2.3.2.2.  Structure, ligands et fonction

Les V2R sont caractérisés par leur longue extrémité N-terminale responsable de la liaison du
ligand (Tirindelli et al., 1998). Leur mécanisme de signalisation intracellulaire dépend de la
protéine Ga, et du canal TRPC2 mais le reste des seconds messagers est mal connu (Liman

et al., 1999) (Figure 16).

Les V2R répondent a différentes familles de phéromones non-volatiles protéiques et
peptidiques qui requiérent un contact physique entre le nez et la source du stimulus (Chamero
et al., 2007; Kimoto et al., 2005; Leinders-Zufall et al., 2004, 2014). Des peptides dérivés du
CMH de classe | activent ces récepteurs. Par conséquent, leur détection pourrait
potentiellement servir de mécanisme de reconnaissance génétique auto-référent par lequel
les individus comparent leur propre type de CMH avec celui de leurs congéneres (Villinger et
Waldman, 2008). En effet, des études comportementales menées chez des souris femelles
gestantes ont montré que la détection de peptides dérivés du CMH émis par des males d'une
lignée différente du male fécondant entraine un avortement spontané (effet Bruce). Cet effet
chimiosensoriel des peptides dérivés du CMH |, transmis par les neurones voméronasaux,
pourrait ainsi servir a convertir ces peptides en une information olfactive renseignant sur la
qualité génotypique du CMH (Leinders-Zufall et al., 2004). Les neurones V2R positifs
répondent aussi au peptide ESP1 (Exocrine gland-Secreting Peptide 1) sécrété par la glande
lacrymale extra-orbitale, qui servirait a transmettre des informations spécifiques a I'espéce
(Kimoto et al., 2007). Enfin, les V2R sont capables de détecter les protéines urinaires majeures
(Major Urinary Protein, MUP), qui semblent étre impliquées dans des phénoménes tels que la
reconnaissance d'identité, I'induction de I'ovulation ou bien I'agression entre males (Chamero
et al., 2007; Cheetham et al., 2007; Moré, 2006). Par exemple, les sécrétions vaginales de
hamsters femelles contiennent de I'aphrodisine, une lipocaline induisant un comportement

reproducteur chez les méles (Briand et al., 2004).
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Figure 16. Structure et partenaires de signalisation intracellulaire des récepteurs
phéromonaux.

Les récepteurs voméronasaux VIR sont des RCPG de classe A répondant a des petites
phéromones et des stéroides sulfatés. lls sont associés a la protéine Ga;,, qui augmente la
concentration de calcium intracellulaire et active le canal TRPC2 dépendant du potentiel. Les
récepteurs V2R sont des RCPG de classe C répondant a différentes familles de phéromones
peptidiques et protéiques. lls sont associés a la protéine Ga, et, comme les V1R, au canal
TRPC2. Les récepteurs aux peptides formylés FPR sont des RCPG de classe A couplés a
différentes protéines Ga;, au niveau des neurones apicaux de I'organe voméronasal et Ga, au
niveau des neurones basaux. Les TAAR appartiennent a la classe A des RCPG. lls sont
associés, comme les récepteurs olfactifs, a la protéine Ga,; Les récepteurs GC-D sont
composés d'un domaine extracellulaire accepteur, un domaine intracellulaire régulateur et un
domaine intracellulaire catalytique générant du GMPc, dont l'effet final est 'ouverture d'un
canal CNG non canonique (CNGA3) et la dépolarisation du neurone.



2.3.3. Récepteurs aux peptides formylés

Les récepteurs aux peptides formylés (Formyl Peptide Receptors, FPR chez 'homme et Fpr
chez la souris) sont des RCPG de classe A, exprimés dans des tissus et lignées cellulaires
impliqués dans la réponse immunitaire, tels que les lymphocytes, les macrophages et la
microglie de la plupart des mammiféres (Le et al., 2002; Migeotte et al., 2006). Chez la souris,
une sous-classe de Fpr est exprimée spécifiquement dans l'organe voméronasal (Liberles et
al., 2009; Riviére et al., 2009). La famille des FPR comporte trois membres : FPR1, FPR2 (ou

FPRL1) et FPR3 (ou FPRL2) (Yang et Shi, 2010).
2.3.3.1.  Evolution phylogénétique

FPR1 est phylogénétiquement le membre le plus ancien et ses orthologues sont exprimés chez
de nombreuses especes de mammiferes indépendamment du développement d'un organe
vomeéronasal fonctionnel. FPR2 est phylogénétiquement plus récent et représente une branche
spécifique des rongeurs représentée par sept genes (Fpr-rs1, -rs2, -rs3, -rs4, -rs5, -rsé6 et -rs7).
FPR3 serait issu d’'une duplication du gene FPR1 et est présent chez les primates avec une

homologie de 85 a 99% entre espéces (Francia et al., 2014).
2.3.3.2.  Structure, localisation, ligands et fonction

Les FPR reconnaissent au niveau de leur extrémité N-terminale des peptides comportant un
groupe formylé (Bufe et al., 2012; Riviére et al., 2009). Chez 'homme, les FPR sont exprimés
au niveau des astrocytes, des cellules endothéliales et épithéliales, des fibroblastes, des
hépatocytes, des cellules dendritiques, de la microglie, des monocytes, des macrophages, des
neutrophiles, des cellules des muscles lisses et des lymphocytes B et T (Migeotte et al., 2006).
Le réle fonctionnel des FPR hors et au sein de I'organe voméronasal n'est pas encore clair,
bien qu'un nombre important d'agonistes et d'antagonistes de ces récepteurs ait été identifié
(Seifert et Wenzel-Seifert, 2003; Thorén et al., 2010). Les protéines Fpr-rs3, -rs4, -rsé et -rs7

sont retrouvées au niveau des neurones apicaux de l'organe voméronasal ou elles sont
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couplées a la protéine Gai, faisant ainsi intervenir une cascade de signalisation IP3/DAG-
dépendante (Francia et al., 2014). En revanche, le récepteur Fpr-rs1 est retrouvé au niveau des
neurones basaux, ou il est couplé a Ga, (Liberles et al., 2009) (Figure 16). Au niveau des
cellules immunitaires, les FPR auraient un role de stimulation de la chimiotaxie vers les sites
d’infection ou de lésion par reconnaissance des peptides formylés émis par les bactéries ou
les mitochondries (Migeotte et al., 2006). Au sein de I'organe voméronasal, les FPR pourraient
détecter les composés synthétisés par la flore bactérienne excrétés par des animaux de méme
espéce ou d'especes différentes, permettant leur identification individuelle (Riviére et al.,

2009).

2.4. Autres chimiorécepteurs de I'épithélium olfactif principal

Au sein de I'épithélium, d'autres récepteurs chimiosensoriels coexistent aux cétés des
récepteurs olfactifs : les récepteurs associés aux amines traces. En outre, de rares neurones
utilisent une voie non canonique médiée par le récepteur guanylate cyclase-D (Juilfs et al.,
1997). Des substances dérivées de l'urine activent un petit pourcentage de neurones
exprimant des récepteurs olfactifs, des récepteurs associés aux amines traces et des GC-D
(Ferrero et al., 2011; Leinders-Zufall et al., 2007; Li et al., 2013a; Liberles et Buck, 2006;

Yoshikawa et al., 2013).
2.4.1. Récepteurs associés aux amines traces

Les récepteurs aux amines traces (trace amine-associated receptors, TAAR chez 'homme et
Taar chez la souris), découverts en 2001, forment une petite famille de RCPG de classe A
apparentée aux récepteurs des amines biogénes et ayant évolué distinctement des récepteurs

olfactifs (Borowsky et al., 2001).
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2.4.1.1.  Evolution phylogénétique

Les geénes codant pour les TAAR sont situés, chez ’'homme, au sein d'un seul cluster sur le
chromosome 6 (Borowsky et al., 2001). Cette famille est réduite chez les mammiféres : 15
membres chez la souris et 6 chez 'homme (Grus et Zhang, 2008; Nei et al., 2008). En revanche,
leur répertoire est beaucoup plus étendu chez les espéces aquatiques : par exemple, les
saumons possédent 27 TAAR et les poissons zeébres 112 (Hussain et al., 2009; Tessarolo et
al., 2014). Les TAAR ancestraux étaient probablement des détecteurs d'amines, mais au fur et
a mesure, la famille s'est agrandie et a muté. Certains TAAR semblent avoir acquis la capacité
de reconnaitre de nouvelles odeurs, procurant ainsi un avantage évolutif. En effet, la plupart
des TAAR des poissons zebres ont perdu les motifs de reconnaissance des monoamines pour
répondre aux diamines telles que la cadavérine, qui résulte de la putréfaction et entraine un

comportement d’évitement chez ces animaux (Hussain et al., 2013).
2.4.1.2. Structure, ligands et fonction

Les TAAR possédent toutes les caractéristiques structurales de RCPG de classe A, avec des
courts domaines N- et C-terminaux, mais ils présentent un motif peptidique caractéristique
«NSxxNPx[Y/H]xxx[Y/FIxWF» au niveau de leur 7¢™ domaine transmembranaire (Lindemann
et al.,, 2005). Chez les mammiféres, tous les membres de cette famille (a I'exception de TAAR1)
ont une fonction de récepteur olfactif dans environ 0.1% des neurones situés au niveau d’'une
zone réduite de I'épithélium (Christian et Berry, 2018; Liberles et Buck, 2006). On retrouve
également une expression néonatale des TAAR au niveau du ganglion de Griineberg (Fleischer
et al., 2007). TAART1, associé a la protéine Gas, est exprimé dans le cerveau ou il exerce une
fonction de régulation de I'excitabilité neuronale et de libération de neurotransmetteurs
(Borowsky et al., 2001; Lindemann et Hoener, 2005; Lindemann et al., 2008; Wolinsky et al.,

2007). Les autres membres de la famille détectent des amines volatiles, dont certaines sont
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des substances organiques urinaires évoquant des réponses comportementales chez les
rongeurs. lls sont associés a la protéine Gaors (Ferrero et al., 2011,2012; Li et al., 20133; Liberles

et Buck, 2006) (Figure 16).
2.4.2. Récepteurs guanylate-cyclase D

Moins de 0.1% des neurones expriment le récepteur guanylate-cyclase D (GC-D, ou Gucy2d)
associé a la membrane, qui possede trois domaines fonctionnels : un domaine extracellulaire
récepteur, un domaine intracellulaire régulateur et un domaine intracellulaire catalytique
générant le GMP cyclique (Gibson et Garbers, 2000). Ce dernier entraine I'activation de la
phosphodiestérase 2 ainsi que I'ouverture d'une sous-unité non canonique des canaux CNG,
la sous-unité CNGA3, qui mene a la dépolarisation du neurone et a la génération de potentiels
d’action (Juilfs et al., 1997; Meyer et al., 2000). Ces récepteurs répondent a divers stimuli,
comprenant les peptides natriurétiques uroguanyline et guanyline, des composés présents
dans l'urine, ainsi que le CO, environnemental (Forte, 2004; Hu et al., 2007; Leinders-Zufall et
al., 2007). Ce dernier passe au travers de la membrane et réagit avec I'anhydrase carbonique
intracellulaire pour former du bicarbonate, ce qui active de fagon intracellulaire le récepteur
GC-D et méne a la dépolarisation du neurone (Sun et al., 2009). Enfin, les neurones exprimant
le GC-D détectent également le disulfure de carbone, gaz volatil substrat de I'anhydrase
carbonique, qui a été impliqué dans les préférences alimentaires transmises socialement

(Munger et al., 2010) (Figure 16).

2.5. Conclusion

Comme nous I'avons vu dans les premieres parties de ce manuscrit, les sensations gustatives
et olfactives sont permises par l'organisation et la structure de tissus et organes sensoriels
hautement spécialisés et renfermant des récepteurs chimiosensoriels. Ces chimiorécepteurs

gustatifs, olfactifs et phéromonaux appartiennent tous — sauf les récepteurs GC-D — a diverses
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classes de la superfamille des RCPG. lls représentent le résultat d’adaptations et de
raffinements évolutifs permettant la survie et le développement de leur héte dans une niche

écologique.

Cependant, la perception des golts, odeurs et phéromones n’est pas la seule fonction des
chimiorécepteurs rhino-laryngés. Ces derniers, comme nous nous apprétons a le voir, sont
retrouvés en dehors de la sphére bucco-nasale, c’est-a-dire au niveau de tissus et organes non-
impliqués dans les perceptions gustative, olfactive et phéromonale. Tous ces récepteurs sont
en effet capables d’étre la source de réponses cellulaires complexes et sont impliqués dans

divers processus physiologiques comme pathologiques.

3. Les chimiorécepteurs rhino-laryngés «ectopiques»

La découverte des récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs, décrits précédemment et
responsables des perceptions du golt, des phéromones et des odeurs, a révolutionné la notion
de perception sensorielle dés le début des années 1990 (Adler et al., 2000; Buck et Axel, 1991;
Dulac et Axel, 1995; Nelson et al., 2001). A ce moment, ces chimiorécepteurs ont été
considérés comme exclusivement exprimés dans les organes sensoriels faciaux (sphere
rhino-laryngée) et dédiés a la chimioperception environnementale. Cependant, ce dogme a été
contrarié des 1992 quand une étude a démontré que les récepteurs olfactifs sont exprimés au

niveau des gonades males (Parmentier et al., 1992).

Depuis, un grand nombre de travaux rapportent régulierement I'expression de récepteurs
gustatifs, phéromonaux et olfactifs dans un grand nombre de tissus et organes sans rapport
avec la perception sensorielle. Toutefois, cette expression demeure relativement faible en
comparaison de celle mesurée au sein des epithelia buccal et olfactif (Feldmesser et al., 2006;
Flegel et al., 2013; Kanageswaran et al., 2015; Zhang et al., 2007). La présence de ces différents

récepteurs en dehors des organes sensoriels habituels est qualifiée d'«ectopique», signifiant
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gu’ils ne sont pas localisés a une place canonique dans les sphéres buccale et nasale. I

convient toutefois d'utiliser ce terme avec précaution.

Dans le cas des récepteurs olfactifs, certains chercheurs ont proposé I'hypothése que
I'expression «ectopique» est due a une «fuite» de la transcription des genes de ces récepteurs
suite a la mutation de leur région promotrice dans les tissus non-chimiosensoriels
(Feldmesser et al., 2006). Cette hypothése est toutefois peu probable étant donné que, d’'une
part, seule une fraction (environ 75%) du répertoire des récepteurs olfactifs est exprimée dans
I'épithélium olfactif et d’autre part, il est démontré que certains récepteurs olfactifs
«ectopiques» sont fonctionnels (Zhang et al., 2007). De plus, entre différentes espéces, des
génes de récepteurs orthologues sont exprimés dans les mémes tissus, indiquant la

conservation potentielle de leurs fonctions (De la Cruz et al., 2009).

Un grand nombre de récepteurs olfactifs sont cependant encore orphelins, c’est-a-dire sans
agoniste identifié, ce qui empéche de déterminer les effets de leur activation et donc leur
fonction cellulaire. Néanmoins certains RCPG, comme le récepteur a la sérotonine 5HT, (5-
Hydroxytryptamine receptor 4) ou encore le récepteur GPR3 (G-Protein coupled Receptor 3),
possedent une activité intrinséque par interaction physique avec des enzymes, ne nécessitant
donc pas d'étre activés par leur ligand (Cochet et al., 2013; Thathiah et De Strooper, 2009;
Thathiah et al., 2009). Il est donc possible que les récepteurs gustatifs, olfactifs et

phéromonaux «ectopiques» possedent une activité sans avoir besoin d’étre activés.

Cette partie s’attachera donc a décrire I'expression de ces différents chimiorécepteurs rhino-
laryngés «ectopiques» au niveau des tissus et organes (chimiosensoriels ou non) ou ils ont

été identifiés.
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3.1. Récepteurs gustatifs

La famille des récepteurs gustatifs de type 1 est composée de 3 membres : TASTR1, TASTR2
et TASTR3 qui sont tous les trois présents en dehors de la face. Les sous-unités des T1R
peuvent étre exprimées isolément ou sous forme de diméres dans de nombreux organes de
I'organisme. De méme, la famille des récepteurs gustatifs de type 2 (T2R), composée chez
I'hnomme de 25 membres, a été localisée dans de nombreux tissus et organes non-gustatifs

détaillés ci-apres.
3.1.1. Organes reproducteurs et systeme uro-génital

Chez la souris, les ARNm Tas7r3 et Gnat3 (dénomination génétique de la gustducine) sont
exprimés dans les spermatides haploides et Tas7r2 et Tas1r3 sont retrouvés au niveau des
spermatozoides matures stockés dans I'épididyme (Mosinger et al., 2013). La protéine GNAT3
a été retrouvée au niveau des spermatides en différenciation et au niveau de I'axonéme des
flagelles des spermatozoides chez le rat, le taureau et 'homme (Fehr et al., 2007). Enfin, les
protéines formant le dimére T1R1/T1R3 sont présentes au niveau de segments flagellaires et
du capuchon acrosomique des spermatozoides chez 'homme et la souris (Meyer et al., 2012).
Le récepteur T2R5 ainsi que des membres de la cascade de transduction canonique du gout
(Gas, PLCB2) ont été identifiés a différents stades de la spermatogenése (Li et Zhou, 2012; Lu
et al,, 2017). De plus, les composés amers induisent une augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire dans les spermatides, qui présentent des profils d’activation par des
ligands différents, ce qui indique que chacun exprime un sous-ensemble unique de T2R (Xu et
al., 2013). Chez 'homme, une étude transcriptomique a permis la mise en évidence de
I'expression de transcrits des familles T1R et T2R a différents niveaux. Douze récepteurs
gustatifs (TASTR1, TASTR3, TAS2R1, TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20,
TAS2R31, TAS2R43 et TAS2R50) ont été identifiés au niveau testiculaire. TASTR1, TAS2R5,
TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20 et TAS2R43 sont exprimés au niveau de la prostate. Au niveau
des ovaires, 17 récepteurs gustatifs (TASTR1, TASTR3, TAS2R1, TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5,
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TAS2R7, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R31, TAS2R42, TAS2R43,
TAS2R50 et TAS2R60) sont exprimés. Enfin, 10 récepteurs gustatifs (TASTR1, TASTR3,
TAS2R4, TAS2R5, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20 et TAS2R31) sont
retrouvés au niveau des glandes mammaires (Flegel et al., 2013). Le récepteur humain T2R38
est exprimé au niveau protéique dans I'épithélium amniotique, le syncytiotrophoblaste et les

cellules déciduales du placenta (Wolfle et al., 2016).

Il a été démontré que les protéines T1R2 et T1R3 sont exprimées dans I'épithélium vésical
chez 'homme et le rat (Elliott et al., 2011). Les transcrits Tas1r1, Tas1r3 et Tas2r108 ont aussi
été détectés dans les cellules a panache chémosensorielles de l'urétre chez la souris
(Deckmann et al., 2014). Les ARNm de 7 T2R et les protéines T2R105, T2R106 et Gais sont
exprimés au niveau du corpuscule rénal et des tubules proximaux et distaux murins (Liu et al.,
2015). Au niveau du rein de souris, les ARNm des 3 membres de la famille TR, de 7 membres
de la famille T2R (Tas2r108, Tas2r119, Tas2r135, Tas2r137, Tas2r138, Tas2r140 et Tas2r143)
et de Gnat3 sont retrouvés (Rajkumar et al., 2014). Chez 'homme, 17 membres de la famille
T2R (TAS2R1, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R7, TAS2R8, TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14,
TAS2R20, TAS2R30, TAS2R31, TAS2R38, TAS2R39, TAS2R40, TAS2R45 et TAS2R50) sont
exprimés par les muscles lisses du détrusor, qui contréle le remplissage de la vessie (Zhai et
al., 2016). Au niveau du rein humain, 15 récepteurs gustatifs (TASTR1, TASTR3, TAS2R1,
TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R10, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R30, TAS2R31,
TAS2R42, TAS2R43 et TAS2R50) sont exprimés ainsi que le méme nombre (TASTR1, TASTR3,
TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20,
TAS2R30, TAS2R31, TAS2R42 et TAS2R50) au niveau de la glande surrénale (Flegel et al.,

2013).
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3.1.2. Os, muscles et tissu adipeux

On retrouve les transcrits Tas1r2 et Tas1r3 dans les précurseurs des ostéoclastes murins
(Eaton et al., 2018). Chez la souris, les protéines T1R2 et T1R3 sont exprimées dans le tissu
adipeux et probablement dans la moelle osseuse (Simon et al., 2013, 2014). De plus, au niveau
des muscles squelettiques humains, on retrouve les ARNm des trois membres de la famille
T1R ainsi que de deux membres de la famille T2R (TASR74 et TAS2R20). Dans le tissu adipeux,
au sein de la famille T1R seul TASTR3 est exprimé, mais 9 transcrits appartenant a la famille
T2R (TAS2R5, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R31, TAS2R40 et

TAS2R42) y sont retrouvés (Flegel et al., 2013).
3.1.3. Tractus gastro-intestinal

Au niveau de I'estomac et du duodénum d’espéces murines, du cochon et de 'homme, les
transcrits et/ou protéines de différents membres des familles T1R et T2R (TAS2R105,
TAS2R108, TAS2R134 et TAS2R138) accompagnés de leurs partenaires canoniques de
transduction (Gnat3, GB3, Gy13, PLCB2, TRPM5) ont été retrouvés (Akiba et al., 2009; Bezengon
et al., 2007; Colombo et al., 2012; Hass et al., 2010; Hofer et al., 1996; Jang et al., 2007; Swartz
et al., 2012; Widmayer et al., 2012; Wu et al., 2005; Young et al., 2009) (Figure 17 G-H). La
méme constatation est faite au niveau de l'intestin et du c6lon des mémes espéces (Bezengon
et al., 2007; Colombo et al., 2012; Dotson et al., 2008; Dyer et al., 2005; Jeon et al., 2008, 2011;
Kaji et al., 2009; Mace et al., 2009; Margolskee et al., 2007; Moran et al., 2010; Swartz et al.,
2012; Young et al., 2009) (Figure 18). Au niveau du foie et du pancréas humain, les protéines
T1R2 et T1R3 sont retrouvées (Taniguchi, 2004; Toyono et al., 2007). Chez la souris, les mémes
protéines ont été localisées au niveau des ilots pancréatiques (Nakagawa et al., 2009). A ces
niveauy, ils sont exprimés par exemple dans les cellules B-pancréatiques (Henquin, 2012), les
cellules pariétales de I'estomac (Zopun et al., 2018) ou les cellules entéroendocrines ou
épithéliales de lintestin (Hass et al., 2010; Young et al.,, 2013). De plus, une étude du
transcriptome humain a montré I'expression de 7 récepteurs gustatifs (TASTR3, TAS2R5,
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A-F : Altérations de I'organisation et de la morphologie neuronales aprés KO de T1R3

T1R3KO

Expression de T1IR2/T1R3 dans
cellules entéroendocrines GLP-1 positives
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Figure 17. Implications des récepteurs gustatifs de type 1 dans I'architecture cellulaire (A-
F) et le métabolisme glucidique (G-H).

A-F : Colorations de Golgi sur des sections de 100 pm de cerveaux de souris sauvages (A, C,
E) ou ayant subi un knock-out (KO) du récepteur T1R3 (B, D, F). On observe des altérations de
I'architecture cellulaire chez les souris KO. Les photos A-B indiquent la région hippocampique
CAT1, C-D, des neurones hippocampiques et E-F leurs corps cellulaires (Martin et al., 2017).

G : Co-expression, dans les cellules entéroendocrines duodénales de la sous-unité T1R2 du
récepteur du godt sucré (vert) avec, en rouge, la protéine Ga,, (a-gust), le glucagon-like
peptide 1 (GLP-1) ou T1R3.

H : Sécrétion de GLP-1 par les cellules entéroendocrines duodénales en réponse a
I'application de glucose chez des souris controles ou KO pour I'expression de la protéine
Gag,s- Le glucose active une voie de transduction couplant un récepteur au goGt sucré a une
protéine Ga,,s (Jang et al., 2007).
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Figure 18. Expression «ectopique» de récepteurs gustatifs de type 2 dans le colon.

A : Niveaux d‘expression des ARNm codant pour TAS2R38 chez des sujets de poids normal,
en surpoids ou obéeses analysés par RT-qPCR. Les niveaux d'ARNm de TAS2R38 sont
nettement, mais pas significativement (P=0,06), plus élevés chez les sujets en surpoids ou
obéses que chez les sujets de poids normal.

B : Northern blot de TAS2R38 dans des échantillons de colon de sujets de poids normal ou
en surpoids/obeéses. Le premier puits correspond au dép6t du marqueur de taille (ladder).
C-D : Images confocales de lI'immunoréactivité de T2R38 dans les glandes du colon chez
des sujets de poids normal (C) et en surpoids/obéses (D). La densité du marquage T2R38
est nettement plus élevée chez les sujets obéses par rapport aux sujets de poids normal.
Barre d'échelle = 200 um (Latorre et al., 2016).



TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R30 et TAS2R40) au niveau du foie ainsi que de 7 autres
(TASTR1, TASTR3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R14, TAS2R20 et TAS2R43) au niveau du cdlon

(Flegel et al., 2013).
3.1.4. Systéme cardiovasculaire

Au niveau du tissu cardiaque humain, les récepteurs TASTR1 et TASTR3 ainsi que plusieurs
récepteurs de la famille T2R (TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R7, TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13,
TAS2R14, TAS2R16, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R30, TAS2R31, TAS2R39, TAS2R43, TAS2R45,
TAS2R46 et TAS2R50) sont retrouvés (Flegel et al., 2013; Foster et al., 2013). Au sein des
myocytes et des fibroblastes cardiaques murins, on retrouve les transcrits de 9 récepteurs
gustatifs (Tas7r1, Tas1r3, Tas2r108, Tas2r120, Tas2r121, Tas2r126, Tas2r135, Tas2r137 et

Tas2r143) et de Gnat3, PlcB2 et Trpm5 (Foster et al., 2013).
3.1.5. Sang et systeme immunitaire

L'expression de TASTR3 a été faiblement détectée au niveau du thymus humain (Max et al.,
2001). Les protéines composant le dimere TTR1/T1R3 sont exprimées par les granulocytes et
les neutrophiles (Lee et al., 2014; Shi et al., 2017a). Par ailleurs, tous les membres des
récepteurs gustatifs de type 1 et 2 (TASTR1, TASTR2, TASTR3, TAS2R1, TAS2R3, TAS2R4,
TAS2R5, TAS2R7, TAS2R8, TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R16, TAS2R19,
TAS2R20, TAS2R30, TAS2R31, TAS2R38, TAS2R39, TAS2R40, TAS2R41, TAS2R42, TAS2R43,
TAS2R45, TAS2R46, TAS2R50 et TAS2R60) sont retrouvés au niveau des phagocytes, des
leucocytes et des polynucléaires neutrophiles humains (Flegel et al., 2013; Gaida et al., 20164;
Malki et al., 2015; Maurer et al., 2015; Orsmark-Pietras et al., 2013). Enfin, toujours chez
I'homme, 9 récepteurs gustatifs ont été trouvés au niveau des ganglions lymphatiques
(TASTR3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, TAS2R31, TAS2R40 et TAS2R43) et
9 autres (TASTR1, TASTR3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R8, TAS2R14, TAS2R20, TAS2R31 et

TAS2R43) a celui de la thyroide (Flegel et al., 2013).
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3.1.6. Voies respiratoires

L'expression des ARNm Tas2r105, Tas2r108 et Tas2r119 ainsi que des protéines Gais et Plc2
a été identifiée au niveau de la cavité nasale et de la trachée de souris (Finger et al., 2003;
Krasteva et al., 2011). Tas2r107 et Tas2r108 sont exprimés au niveau des muscles lisses des
voies aériennes de souris et la protéine T2R107 y est également trouvée (Zhang et al., 2013).
Chez le rat, 11 transcrits des familles T1R et T2R (rTas1r1, rTas1r2, rTas1r3, rTas2ri3,
rTas2r105, rTas2r107, rTas2r119, rTas2r121, rTas2r123, rTas2r126 et rTas2r134), de Gnat3,
PicB2 et Trpmb5, ainsi que les protéines Gas et PlcB2, ont été localisés au niveau des voies
aériennes (Tizzano et al,, 2011). Les transcrits TAS2R1, TAS2R3, TAS2R4, TAS2R7, TAS2RS,
TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14 TAS2R16, GNAT3, PLCB2 et TRPM5 ont été identifiés
au niveau des cils motiles de I'épithélium des voies aériennes humaines. Les protéines T2R4,
T2R43, T2R46, Gais, PLCB2 et TRPM5 y sont par ailleurs détectées (Shah et al., 2009). Plus
tard, la protéine T2R38 a été identifiée au niveau de I'épithélium respiratoire supérieur humain
(Lee et al.,, 2012). L'expression des ARNm TASTR1, TASTR3 ainsi que de 7 transcrits de
récepteurs de la famille T2R (TAS2R4, TAS2R5, TAS2R10, TAS2R14, TAS2R20, TAS2R31 et
TAS2R50) ont été trouvés chez 'homme au niveau de la trachée et des cellules des muscles
lisses des voies aériennes (Deshpande et al., 2010; Flegel et al., 2013). Chez 'homme et la
souris, les cellules chimiosensorielles nasales solitaires expriment le récepteur au go(t sucré

T1R2/T1R3 (Lee et al., 2014).
3.1.7. Cellules cancéreuses

Au niveau des cellules tumorales entéroendocrines de souris STC-1, les transcrits et/ou les
protéines TAS1R2, TAS1R3, plusieurs membres de la famille T2R (Tas2r108, Tas2r135,
Tas2r137, Tas2r138 et Tas2r144) ainsi que leurs partenaires canoniques de transduction
(Gass, PIcB2 et Trpm5) ont été retrouvés (Chen et al., 2006; Dyer et al., 2005; Jeon et al., 2008;
Wu et al., 2002). Les transcrits et/ou les protéines des récepteurs gustatifs de type 1 sont
retrouvés dans les cellules d'insulinome de souris MIN6 (Nakagawa et al., 2009; Wauson et al.,

95



2012). TAS2R4 est sous-exprimé dans les cellules épithéliales cancéreuses du sein par rapport
aux cellules contréles chez 'homme (Singh et al., 2014). Par ailleurs, TAS2R38 est exprimé
dans les cellules tumorales de patients atteints de cancer du pancréas ainsi que dans les
lignées cellulaires dérivées de ces tumeurs (Gaida et al., 2016b). Les cellules Hu-Tu 80
d’adénocarcinome duodénal humain expriment les transcrits et/ou les protéines TAS1R3,
TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R38, TAS2R39, TAS2R40, TAS2R42,
TAS2R43, TAS2R44, TAS2R45, TAS2R46, TAS2R47, TAS2R49, TAS2R50 et TAS2R60, ainsi que
Gai (Rozengurt et al., 2006). Les cellules HUCCT1 de carcinome du canal biliaire hépatique
humain expriment le transcrit TASTR17 et les protéines T1R2 et T1R3 (Toyono et al., 2007).
Enfin, les cellules d’adénocarcinome colorectal humain NCI-H716 et Caco-2 expriment les
transcrits et/ou les protéines TASTR2, TASTR3, plusieurs T2R (TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5,
TAS2R10, TAS2R13, TAS2R38, TAS2R39, TAS2R40, TAS2R42, TAS2R43, TAS2R44, TAS2RA45,
TAS2R46, TAS2R47, TAS2R49, TAS2R50 et TAS2R60), Gars, PLCB2 et TRPMS (Dotson et al.,

2008; Jang et al., 2007; Jeon et al., 2011; Rozengurt et al., 2006).
3.1.8. Systéme nerveux

Au sein du systéme nerveux, I'expression de génes et protéines des récepteurs gustatifs ainsi
que de leurs partenaires canoniques de signalisation est bien décrite dans le contexte
physiologique normal ou sain. Cependant, bien que leur présence soit avérée dans divers
contextes pathologiques, aucune fonction n'a encore été suggérée pour justifier la présence

de ces récepteurs a ce niveau.
3.1.8.1.  Contexte physiologique

Les protéines de la famille T1R sont exprimées dans le cortex et I'hypothalamus de souris
(Martin et al, 2017; Ren et al., 2009) (Figure 17 A-F). De plus, les transcrits de rTas2r4,
rTas2r38 et rTas2r108 ont été localisés au niveau du tronc cérébral, du cortex, du nucleus

accumbens et du cervelet chez le rat. Chez ces animaux, la protéine T2R4 est fortement
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exprimée dans le tronc cérébral et en particulier au niveau du noyau du tractus solitaire (Singh
et al.,, 2011). Une seconde étude a identifié I'expression des génes rTas2r1, Gnat3, PlcB2 et
Trpom5 ainsi que des protéines Gays et PlcB2 au niveau des neurones de plusieurs noyaux du
tronc cérébral de rats (Dehkordi et al., 2012) (Figure 19 A). Les transcrits des récepteurs
rTas2r109 et rTas2r144 ainsi que leurs partenaires canoniques Gass, PlcB2 et Trpom5 ont été
localisés au niveau des cellules épithéliales des plexus choroides de rat et leur expression
protéique (sauf T2R109) y a été validée (Tomas et al., 2016) (Figure 19 B). Enfin, en dépit du
fait que des transcrits des deux familles de récepteurs gustatifs (TASTR1, TASTR3, TAS2R1,
TAS2R3, TAS2R4, TAS2R5, TAS2R7, TAS2R8, TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R19,
TAS2R20, TAS2R30, TAS2R31, TAS2R39, TAS2R40, TAS2R42, TAS2R46 et TAS2R50) aient été
retrouvés au niveau du cerveau, des ganglions trigéminaux et des racines dorsales chez
I'homme, ils n’auraient pas de role spécifique dans ces structures (Flegel et al., 2013, 2015)

(Tableau 1).

3.1.8.2. Troubles mentaux

La schizophrénie est un trouble mental sévere et chronique faisant partie des troubles
psychotiques. Ses symptémes les plus fréquents sont une altération du processus sensoriel
et du fonctionnement cognitif. Il est intéressant de noter que les ARNm TAS2R4, TAS2R5,
TAS2R13 et TAS2R50 sont sous-exprimés dans le cortex préfrontal de patients schizophrénes.
Cependant, I'expression de ces genes est inversement proportionnelle a la dose de
meédicaments antipsychotiques absorbée, suggérant qu'ils ne participeraient pas aux

processus pathologiques impliqués dans ce trouble (Ansoleaga et al., 2015).

3.1.8.3. Maladies neurodégénératives

3.1.8.3.1. Maladie de Parkinson et paralysie supranucléaire progressive

Initialement décrite par James Parkinson en 1817, cette maladie est causée par des inclusions

neuronales d'a-synucléine agrégée, nommeées corps de Lewy, entrainant la mort des neurones
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Marquage immunohistochimique de la gustducine
(noyaux du tronc cérébral de rat)

NTSIDMNV

Marquage immunohistochimique de T2R144, gustducine et PLCB2
(cellules épithéliales de plexus choroides)

Figure 19. Expression «ectopique» des récepteurs gustatifs de type 2 et de leurs
partenaires canoniques de signalisation dans le systeme nerveux.

A : Observation confocale du marquage immunohistochimique de la protéine Ga,,s (vert)
dans différents noyaux du tronc cérébral chez le rat. HP: noyau hypoglosse, NTS: noyau du
tractus solitaire, Rob: noyau du raphé, VLM: medulla ventrolatérale (Dehkordi et al., 2012).

B : Observation confocale du marquage immunohistochimique (vert) du récepteur gustatif
T2R144 (gauche) et de ses partenaires canoniques de signalisation Gag, (milieu) et PLCB2
(droite), dans des cultures primaires de cellules épithéliales des plexus choroides de rat. Les
noyaux cellulaires sont marqués en bleu. Barres d’échelle = 20 pm (Tomas et al., 2016).



Tableau 1. Récepteurs gustatifs exprimés dans le systéme nerveux central.

Récepteurs et/ou partenaires

Localisation Type cellulaire Espéce de signalisation identifiés Fonction putative Techniques utilisées Référence
Cortex, hippocampe, Transcrits Tas1r1, Tas1r2, e
hypothalamus, Neurones Souris Tas1r3, Gnat3, Gnb3, Gng13, Glucosenseurs RT'q,PCR' hybr'ldatlor:l ”-.' Ren et al., 2009
habénula médiale protéines T1R2, T1R3, Gat3 situ, immunohistochimie
Tronc cérébral, cortex, Transcrits rTas2r4, rTas2r10
cervelet, noyau Neurones (sauf tronc cérébral), rTas2r38,
accumbens protéine T2R4 Culture cellulaire, RT-
Neurones Rat  Transcrits rTas2r4, rTas2r10, qPCR, Singh et al., 2011
i primaires protéine T2R4 immunohistochimie
Cellules gliales Transcrits rTas2r4, rTas2r10,
C6 rTas2r38, protéine T2R4
Noyau hypoglosse, du
tractus solitaire, noyau
dorsal moteur du nerf .
vague, raphe obscurus, Neurones, Transcrits rTasZrT’,. Gnats, RT-PCR, western blot, Dehkordi et al.,
X Rat PLCB2, Trpmb5, protéines Ga ; . -
noyaux du raphe cellules gliales PlcB2 ' immunohistochimie 2012
magnus, médulla ventro-
latérale, noyaux
gigantocellulaires
Cortex frontal Transcrits TAS2R4, TAS2RS, Ansoleaga et al.
entorhinal cerve:let Homme TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, RT-gPCR 2013 !
! TAS2R50
Transcrits TAS2R4, TAS2R5, Garcia-Esparcia et
Cortex frontal - Homme TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, - Microarray, RT-qPCR al. 2013
TASZR50 "’
Transcrits TASTR1, TASTR3,
TAS2R1, TAS2R3, TAS2R4,
TAS2R5, TAS2R7, TAS2RS,
Cerveau ) Homme TAS2R9, TAS2R10, TAS2R13, ) Next-Generation Flegel et al, 2013
TAS2R14, TAS2R19, TAS2R20, Sequencing ’
TAS2R30, TASZR31, TASZR39,
TAS2R40, TAS2R42, TAS2R4s,
TAS2R50
Cortex préfrontal Transcrits TAS2R4, TAS2RS, Ansoleaga et al.,
dorsolatéral Homme TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, RT-gPCR 2015
TAS2R50
Transcrits TASTR1, TASTR3,
Cerveau TAS2R1, TAS2R4, TAS2RS,
TAS2R14, TAS2R20, TAS2R31,
TAS2R40
Transcrits TASTR1, TASTR3,
TAS2R1, TAS2R3, TAS2R4,
Ganglions trigéminaux Homme TASZRS5, TASZR10, TASZR14, - Next-Generation Flegel et al., 2015
TAS2R19, TAS2R20, TAS2R30, Sequencing N
TAS2R31, TASZR39, TASZ2R43,
TAS2R46, TAS2R50
Ganglions des racines Transcrits TASTR1, TASTR3,
dorsales TAS2R3, TAS2R4, TASZR5,
TASZR14, TAS2R19, TAS2R20
Transcrits rTas1R1, rTas1r2, Cultures primaires
Cellules rTas1r3, rTas2R109, Survelllance chimique de (cellules épithéliales de
Ventricules cérébraux épithéliales de Rat rTas2R14zf, Gnat3, PlcpZ, la composition du liquide plexus choroides), RT- Tomés et al., 2016
plexus Trpmb, protéines T1R1, T1R2, ) . PCR, western blot, N
choroides T1R3, T2R144, Gag, PIcp2, céphalo-rachidien immunchistochimie,
Trpm5 imagerie calcique
Souris transgéniques
(knock-out Tas1r3),
Hippocampe Neurones Souris Protéine T1R3 Architecture cellulaire, marquages de Golgi, Martin et al., 2017

apprentissage, mémoire  immunohistochimie,
western blot,

comportement




dopaminergiques de la substance noire pars compacta située au niveau du mésencéphale.
Elle donne lieu a des tremblements au repos, une rigidité et une lenteur des mouvements. Des
symptomes précliniques précedent parfois I'apparition des symptomes moteurs, notamment
une altération de I'odorat, différents troubles neurovégétatifs et un état apathique. Ces divers
stades et symptomes sont dus a la propagation des corps de Lewy, apparaissant dans le bulbe
olfactif, le systéeme nerveux autonome et quelques noyaux de la moelle allongée (stade 1), puis
se disséminant au niveau de noyaux du pont (stade 2), du mésencéphale (stade 3), du systéme
limbique (stade 4) et du cortex au stade 5 (Braak et al., 2003). Dans le cortex frontal de patients
parkinsoniens, I'expression du transcrit TAS2R5 est diminuée tandis que celle de TAS2R10 et
TAS2R13 est augmentée lors du stade pré-moteur. Il est intéressant de noter que la
surexpression de TAS2R10 est retrouvée chez les hommes, tandis que la sous-expression de

TAS2R5 est spécifique des femmes (Garcia-Esparcia et al., 2013).

Décrite dans les années 1960, la paralysie supranucléaire progressive est cliniquement
caractérisée par une paralysie pseudobulbaire entrainant une atteinte du mouvement oculaire,
une instabilité posturale puis une rigidité progressive et un déclin cognitif discret. Ces
symptdmes sont causés par I'apparition, au sein des neurones, de fibrilles formées de protéine
Tau hyper-phosphorylée, ainsi que par diverses altérations de la morphologie des cellules
gliales dans plusieurs zones cérébrales comme des noyaux du tronc cérébral et du
diencéphale, du cervelet et plusieurs aires du télencéphale. Les transcrits de TAS2R4, TAS2R5,
TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14 et TAS2R50 sont tous surexprimés dans le cortex frontal de

patients atteints de paralysie supranucléaire progressive (Ansoleaga et al., 2013).
3.1.8.3.2. Maladie de Creutzfeldt-Jakob

Cette maladie se manifeste par une démence rapide, une ataxie et une myoclonie dues a une
perte neuronale, accompagnée d'une activation gliale et microgliale et d'une encéphalopathie
spongiforme (formation de vacuoles confluentes) dans des régions cérébrales variables. La

maladie est dite de sous-type MM1 quand ces altérations se situent au niveau du cortex, et de
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sous-type VV2 quand elles surviennent au niveau du cervelet. Les ARNm TAS2R4, TAS2R5,
TAS2R10 et TAS2R14 sont surexprimés dans le cortex de patients présentant la maladie de
Creutzfeldt-Jakob de type MM1, tandis que TAS2R4, TAS2R10, TAS2R13 et TAS2R14 sont plus
exprimés chez les sujets atteints de la maladie de type VV2. Chez les patients MM1, les mémes
T2R additionnés de TAS2R13 et TAS2R50 sont surexprimés au niveau du cervelet, mais aucune
variation de I'expression des T2R n'est observée chez les patients VV2 comparés aux sujets
contréles. Enfin, les transcrits TAS2R4, TAS2R5, TAS2R10, TAS2R13 et TAS2R50 sont sous-
exprimés dans le cervelet de patients VV2 comparés aux patients MM1 (Ansoleaga et al.,

2013).
3.1.8.3.3. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer a été décrite pour la premiére fois en 1906 par Alois Alzheimer comme
une forme de démence présénile. Elle est caractérisée par I'accumulation de plaques séniles
extracellulaires composées d'amas de peptide B-amyloide (ou AB) et par des enchevétrements
de fibrilles intracellulaires composées de protéine Tau hyper-phosphorylée. Deux formes
existent : la maladie a apparition précoce, souvent héritée et due a des mutations des génes
APP (Amyloid Precursor Protein), PSENT et PSEN2 (Presenilin) qui encodent le précurseur de
la protéine amyloide, et la maladie a apparition tardive, sporadique, modulée par des facteurs
génétiques de pénétrance faible (comme I'apolipoprotéine E sous sa forme E4, APOE4) ou
environnementaux (Braak et Braak, 1991; Livingston et al., 2017). A I'image de la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer est décomposée en plusieurs stades : aux stades | et I, les
neurofibrilles de protéine Tau et les plaques d’AB se forment au niveau du cortex entorhinal ;
aux stades Ill et IV, ces atteintes se propagent et atteignent I'hippocampe, les régions
profondes du cortex temporal et les régions limbiques. Aux stades V et VI, un grand nombre
d’altérations sont retrouvées au niveau du néocortex, incluant parfois les zones sensorielles
primaires (Ferrer, 2012). Chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, le transcrit

TAS2R13 est surexprimé au niveau du cortex entorhinal lors du stade IlI-1V, et I'expression des
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ARNmM TAS2R5 et TAS2R10 est augmentée lors du stade V-VI. Cependant, aucune altération
de I'expression de ces genes n’'a été notée au niveau du cortex frontal a aucun stade de la

maladie (Ansoleaga et al., 2013).

3.2. Conclusion sur I'expression des récepteurs gustatifs «ectopiques»

La gamme de tissus, chimiosensoriels ou non, exprimant les récepteurs gustatifs hors de la
cavité buccale est large. Ces derniers représentent bien plus que des simples unités
détectrices des valeurs gustatives alimentaires. Il est intéressant de noter que le récepteur a
'umami (TTR1/T1R3) est fortement exprimé par les neurones olfactifs et que les T2R y sont
également faiblement retrouvés (Kanageswaran et al., 2015). Ceci suggere que les unités de
bases de la gustation peuvent assurer cette méme fonction en dehors de I'épithélium buccal
et posséder des rbles chimiosensoriels proches de la gustation, comme au niveau du tractus
digestif. Cependant les récepteurs gustatifs pourraient aussi y assurer des fonctions non-
chimiosensorielles. Les exemples de I'expression des récepteurs gustatifs au niveau du coeur
et du cerveau sont particulierement frappants. En effet, le coeur n'est pas directement exposé
a l'environnement externe et le cerveau en est isolé par la barriere hémato-encéphalique.
L'expression de récepteurs gustatifs dans ces systemes souléve donc la possibilité que leurs

ligands endogénes existent dans le corps.

Enfin, les récepteurs gustatifs ne sont pas les seuls récepteurs chimiosensoriels d'origine
rhino-laryngée exprimés ailleurs qu’'au niveau de la face. Comme nous nous apprétons a le
voir, des découvertes similaires concernent divers récepteurs associés a la perception

phéromonale et olfactive.
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3.3. Expression des récepteurs olfactifs et phéromonaux «ectopiques»

Les différentes études s'intéressant aux récepteurs phéromonaux et olfactifs situés en dehors
de I'épithélium olfactif montrent que ces RCPG sont exprimés dans différents tissus et
organes éloignés de la cavité nasale. Afin de respecter les régles de nomenclature établies,
les récepteurs phéromonaux sont désignés en lettres majuscules chez 'homme (VNxRYy,
TAARYy, FPRy) et minuscules chez I'animal (Vmnxry, Taary, Fpry), le «x» représentant le nombre
attribué a la famille et les «y» les numéros attribués au récepteur. Les récepteurs olfactifs sont

désignés par le nom «Olfry» chez la souris, «Olry» chez le rat et «<ORxy» chez 'homme.

3.3.1. Systéme uro-génital

3.3.1.1. Rein et tractus urinaire

Chez la souris, les transcrits de 13 récepteurs olfactifs (0Ifr15, OIfr31, Olfr78, OIfr90, OIfr99,
0Ifr545, OIfr691, OIfr693, Olfr1372-ps1, OIfr1373, Olfr1392, Olfr1393 et Olfr1426) et de leurs
partenaires canoniques de transduction — Gaor et AC3 — ont été détectés dans les reins, au
niveau du néphron distal et de la macula densa (Munakata et al., 2018; Pluznick et al., 2009,
2013; Rajkumar et al., 2014). De plus, les formes protéiques de Gaoir et AC3 sont retrouvées
dans le rein chez le rat et la souris, et la protéine OIfr78 a été localisée au niveau des muscles
lisses d’artérioles rénales (Pluznick et al., 2009, 2013). Chez la souris, I'expression de 5 ARNm
de récepteurs olfactifs (0Ifr181, Olfr544, Olfr558, OIfr895 et Olfr1392) a été identifiée au niveau
de la vessie (Kang et al., 2015a). Vingt-cing récepteurs olfactifs (ORTET1, ORTF12, OR1LS,
OR2A1/42, OR2A4/7, OR2B6, OR2C1, OR2H2, OR2L13, OR2T8, OR2W3, OR3A2, OR4D6, OR5K2,
OR7C1, OR8G5, OR10A2, OR10AD1, OR13A1, OR13J1, OR51E1, OR51E2, OR52B6, OR52D1 et

OR52N4) sont exprimés au niveau des glandes surrénales chez 'homme (Flegel et al., 2013).

Chez 'hnomme, une faible expression de VNTR1T a été détectée au niveau du rein, et tous les
membres de la famille TAAR y sont exprimés (Borowsky et al., 2001; Rodriguez et al., 2000;

Shirokova et al., 2008).
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3.3.1.2.  Systeme reproducteur et glande mammaire

Cette sphere d'étude de I'expression des chimiorécepteurs a largement été exploitée en raison
de l'identification précoce de récepteurs olfactifs dans les testicules, un an seulement apres
leur découverte par Buck et Axel, mais également du fait de leur réle potentiel dans la fertilité
(Parmentier et al., 1992). En effet, au niveau des testicules humains et murins, respectivement
43 et 28 transcrits de récepteurs olfactifs ont été trouvés (Adipietro et al., 2012; Asai et al,,
1996; Flegel et al., 2013; Fukuda, 2004, Fukuda et Touhara, 2005; Goto, 2001; Munakata et al.,
2018; Parmentier et al, 1992; Saito et al, 2009; Spehr, 2003; Vanderhaeghen, 1993;
Vanderhaeghen et al., 1997; Veitinger et al., 2011; Volz et al., 2003; Walensky et al., 1995, 1998;
Yuan et al., 2001). Certains de ces récepteurs en sont spécifiques car ils ne sont pas exprimés
au niveau de I'épithélium olfactif (De la Cruz et al., 2009; Zhang et al., 2007). Une étude récente
a montré un profil conservé d’expression protéique des récepteurs olfactifs entre les
spermatozoides de différents donneurs humains. Les récepteurs OR2H1/2, OR2W3, OR3A2,
OR6B2, OR10J1, OR51E1 et OR51E2 sont exprimés de fagon régionalisée le long des
spermatozoides (Figure 20). Cette expression de plusieurs récepteurs olfactifs dans un méme
type cellulaire prouve par la méme occasion que leur expression peut étre multigénique a
I'extérieur de I'épithélium olfactif. Enfin, les spermatozoides exhibent aussi une expression de

transcrits antisens de récepteurs olfactifs (Flegel et al., 2016).

Chez I'homme, I'expression transcriptomique d’OR57E2 est la plus forte au niveau de la
prostate et s"laccompagne de celle, plus faible, dORTE1, OR2A1/42, OR2A4/7, OR2H2, OR2WS3,
OR5K2, OR7C1, OR13A1, OR13J1, OR51B1, OR5TET et OR52N4 (Flegel et al., 2013). Au niveau
des ovaires humains, les transcrits de 21 récepteurs (ORTF12, OR1L8, OR2A1/42, OR2A4/7,
OR2C1, OR2H2, OR2L13, OR2V1, OR2W3, OR3A2, OR3A3, OR4N4, OR5K2, OR10AD1, OR13J1,
OR51B5, OR51E1, OR51E2, OR52B6, OR52D1 et OR52N4) sont retrouvés (Flegel et al., 2013;
Neuhaus et al., 2009; Yuan et al., 2001). On compte I'expression de 17 récepteurs (OR2A1/42

et OR5TET, et ORTE1, OR2A4/7, OR2C1, OR2C3, OR2K2, OR2T8, OR3A2, OR3A3, OR7AS5, OR8D1,
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Marquages immunohistochimiques de récepteurs olfactifs
sur des spermatozoides humains

ORS51E2

Régionalisation des récepteurs olfactifs sur les spermatozoides humains

o
" (1"
A2 '\9"‘«} o ° Al
a5 O & N .
AT\ AN a o ol of el
L & ‘ A\ g A o0
O P a0 O OF
J W ¢l O
O 0‘1 Q‘l\‘}) ‘t\\\ Uo‘.dw‘

Figure 20. Expression des récepteurs olfactifs par les spermatozoides.

A-D : Marquages immunohistochimiques de récepteurs olfactifs sur les spermatozoides
humains. Des anticorps dirigés contre OR51E2 (A), OR6B2 (B), OR3A2 (C) et OR2W3 (D) ont
été utilisés. Barre d'échelle = 10 pm.

E : Représentation schématique de la localisation de I'ensemble des récepteurs olfactifs
exprimés par les spermatozoides humains. OR2H1/2, OR51E1 et OR51E2 ont été détectés
sur le capuchon acrosomique (vert). OR2H1/2 est exprimé dans la partie caudale de la téte
du spermatozoide (ligne bleue). OR6B2 a été localisé dans le segment équatorial (orange)
de I'acrosome. OR51E2, OR10J1, OR2H1/2 et OR3A2 sont localisés sur la piece centrale
(tirets jaunes). OR10J1 et OR6B2 sont détectés au début du flagelle (rouge). OR51E2 est
exprimé sur I'ensemble du flagelle (bleu clair) et OR10J1, OR2H1/2, OR2W3 et OR6B2 sont
distribués le long des flagelles (traits noirs). La majorité des récepteurs étant détectables
dans tous les spermatozoides humains, les auteurs déduisent qu'une cellule exprime de
multiples récepteurs olfactifs (Flegel et al., 2016).



OR10A2, ORT0AD1, OR51E2, OR5K2 et OR52N4) dans la glande mammaire humaine et de 2
(Olfr16 et OIfr29-ps1) chez la souris (Feldmesser et al., 2006; Flegel et al., 2013). OR7E24 a été
localisé au niveau des oocytes et des cellules germinales primordiales humaines (Goto, 2001).
L'expression de plusieurs récepteurs olfactifs humains (OR2C1, OR2M7, OR2W3, ORA4Ce6,
OR4F3, OR4F16, OR8AT et ORT0A6) et murins (OIfr56, Olfr142, Olfr154, OIfr433, OIfr520,
0Ifr1336 et OIfr1381) a aussi été observée au niveau du placenta (Feldmesser et al., 2006;

Itakura et al., 2006; Mao et al., 2010).

Concernant les récepteurs phéromonaux, quelques études transcriptomiques ont démontré
leur présence au niveau testiculaire chez 'homme et les murins. Chez le rat, tous les membres
de la famille TAAR (Taar1, Taar2, Taar3, Taar4, Taar5, Taar6, Taar7a et Taar8a) y sont fortement
exprimés (Chiellini et al., 2012). Chez la souris, Vmn1r27 et Vmn2r42 et, a des niveaux plus
faibles, Vmn2r29, Vmn2r88, Fpr2 et Gucy2d sont également retrouvés au niveau testiculaire
(Kanageswaran et al., 2015). Chez 'homme, seuls les ARNm des trois membres de la famille
FPR ont été localisés dans les testicules (Flegel et al., 2015). L'expression de TAART a
récemment été reportée au niveau des cellules cancéreuses mammaires humaines (Vattai et

al., 2017).
3.3.2. Peau, poils, muscles squelettiques et tissu adipeux

Au niveau de la peau humaine, on retrouve les transcrits OR7J2, OR2K2 et OR5E 1P (Feldmesser
et al., 2006). Les ARNm des récepteurs OR2AT4, OR5V1, OR6M1, OR6V1 et ORT1A7 sont
exprimés par les kératinocytes et ceux de 10 autres récepteurs (OR2D2, OR4N5, OR5C1, OR6KS3,
OR6T1, OR9G1, OR10A4, OR10H5, OR11H4 et OR5TE2) sont exprimés par les mélanocytes
humains. De plus, les formes protéiques d'OR2A4/7, OR2AT4 et OR51B5 y sont retrouvées
(Busse et al.,, 2014; Gelis et al., 2016; Sondersorg et al., 2014; Tsai et al., 2017) (Figure 21 A).
Par ailleurs, les protéines des récepteurs OR2A4/7 et OR2AT4 sont également exprimées chez
I'hnomme au niveau des mélanocytes de I'épiderme et de la gaine radiculaire externe des
follicules pileux, respectivement (Chéret et al., 2018; Wojcik et al., 2018). Enfin, la protéine
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OR51E2 est exprimée par les cellules pigmentaires de I'épithélium rétinien chez le foetus et
I'adulte humain (Jovancevic et al., 2017). Toujours chez 'homme, les transcrits de plusieurs
récepteurs olfactifs (OR1D2, ORTE1, OR2A1/42, OR2B2, OR2B6, OR2H1, OR7C1, OR7D2, OR51E1
et OR57E2) ont été identifiés au niveau des muscles squelettiques (Feldmesser et al., 2006;
Flegel et al., 2013). Chez la souris, les transcrits de 14 récepteurs olfactifs (0Ifr15, OIfr16,
0Ifr49, OIfr66, Olfr70, Olfr71, Olfr78, Olfr155, Olfr156, Olfr157, Olfr480, Olfr1264 et Olfr1507) sont
exprimés par les myoblastes durant la myogenese régénérative consécutive a une lésion
(Griffin et al., 2009; Pavlath, 2010; Tong et al., 2018). Les transcrits des récepteurs ORTLS,
OR2A1/42, OR2A4/7, OR2B6, OR2W3, OR4D6, OR7D2, OR10J1, OR13A1, OR51E1, OR51E2 et

OR52N4 sont présents dans le tissu adipeux humain (Flegel et al., 2013).

Concernant les récepteurs phéromonaux, les ARNm FPR1 et FPR3 sont exprimés au niveau
des muscles squelettiques humains et Vmn2r29 et Fpr2 sont faiblement retrouvés au méme

niveau chez la souris (Flegel et al., 2015; Kanageswaran et al., 2015).
3.3.3. Tractus gastro-intestinal

Chez 'homme, les transcrits de 13 récepteurs olfactifs (ORTET, OR2K2, OR5P2, OR5P3, OR6Q1,
OR7A5, OR7C1, OR8B8, OR8D1, OR8D2, OR8D8, OR10A4 et ORT0A5) ont été détectés au niveau
de la langue foetale et adulte (Durzyniski et al., 2005; Gaudin et al., 2001). Seul le transcrit
d’OIfr20 a été détecté chez la souris a ce niveau (Gaudin et al., 2006). La présence de 15
récepteurs olfactifs (ORTA7, ORTE3, OR1G1, OR2A1/42, OR2A4/7, OR2L13, OR2W3, OR5D18,
OR5K2, OR7A5, OR7C1, OR7D2, OR51B4, OR51B5, OR5TET et OR51E2) a été détectée chez
I'homme au niveau des cellules entéroendocrines et entérochromaffines de l'intestin et du
colon (Braun et al., 2007; Flegel et al., 2013; Leja et al., 2009; Morita et al., 2016; Weber et al.,
2017). Chez la souris, I'expression de 28 récepteurs olfactifs a été détectée au niveau de
I'intestin et du colon (Bradford, 2016; Wu et al., 2017; Yuan et al., 2001). De plus, la protéine
Olfr78 est exprimée au niveau des cellules entéroendocrines du colon murin (Fleischer et al.,

2015). Chez le cochon, la protéine du récepteur OR51R1 est exprimée au niveau des cellules
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Figure 21. Roles des récepteurs olfactifs sur la prolifération cellulaire et le métabolisme
glucidique.

A : Prolifération de kératinocytes humains, 24 et 48 heures apres rupture de la monocouche
cellulaire (test de scratch). Les kératinocytes expriment le récepteur olfactif OR2AT4 activé
par le sandalore (bas, gris), qui accélére la prolifération cellulaire de maniére significative.
Barre d'échelle = 200 pm (Busse et al., 2014).

B : Observation confocale de cellules a-pancréatiques de souris. Haut : olfactory marker
protein (OMP, rouge) et glucagon (GLU, vert). Bas: coexpression du récepteur olfactif murin
Olfr544 (rouge) et de 'OMP (vert). Les zones encadrées représentent un agrandissement
des zones sélectionnées (astérisque blanc) dans chaque image. Barre d'échelle = 20 ym. C:
Application d'acide azélaique, agoniste d'Olfr544, sur les cellules a-pancréatiques. Ce
composé provoque des réponses calciques dépendantes de la concentration, induisant une
sécrétion de glucagon dépendante du temps d'incubation, suggérant ainsi l'implication
d’Olfr544 dans la sécrétion de glucagon par le pancréas (Kang et al., 2015).



entéroendocrines de I'estomac, de l'intestin, du colon et du rectum (Priori et al., 2015). Les
transcrits de deux récepteurs olfactifs (OR7J4 et OR1Q7) ont été trouvés au niveau
pancréatique chez 'homme (Feldmesser et al., 2006). Chez la souris, 49 récepteurs olfactifs
sont exprimés sous forme de transcrits au sein des ilots pancréatiques. Au niveau protéique,
OlIfr544 est exprimé au niveau des cellules a-pancréatiques et OIfr15 et OIfr821 a celui des
cellules B-pancréatiques (Kang et al., 2015b; Leem et al., 2018; Munakata et al., 2018) (Figure
21 B). OIfr15, Olfr78 et Olfr544 sont exprimés en tant que transcrits dans le foie murin et seul
Olfr78 n'y a pas été retrouvé au niveau protéique (Munakata et al., 2018; Wu et al., 2017; Yuan

et al., 2001).

Concernant les récepteurs phéromonaux, chez I’'homme seul TAART a été identifié sous forme
de transcrit et de protéine au niveau des cellules B-pancréatiques, des cellules D de I'estomac
et des cellules entérochromaffines de l'intestin (Raab et al., 2016; Revel et al., 2013) (Figure
22 A-B). L'expression de Taar2 et Taar6 a été reportée le long du tractus gastro-intestinal
murin, particuliérement au niveau des cellules mucosales duodénales (Ito et al., 2009). De plus,
les ARNm des trois membres de la famille des FPR sont exprimés chez 'homme au niveau du
colon et du foie (Flegel et al., 2015). Au niveau hépatique chez la souris, des études
transcriptomiques ont détecté Fpr2 et, faiblement, 5 membres de la famille V1R ainsi que 2

membres de la famille V2R (dont Vmn2r29) (Kanageswaran et al., 2015; Zhang et al., 2010).
3.3.4. Systeme cardiovasculaire

Chez 'homme, I'expression de 15 transcrits de récepteurs olfactifs (OR2H2, OR2K2, OR3A3,
OR4D6, OR7C1, OR8G5, OR9A1TP, ORT0AD1, OR10G4, OR10J5, OR13A1, OR51E1, OR51E2,
OR52B6 et OR52N4) a été rapportée au niveau du coeur et 4 autres (OR2M4, OR7D2, OR7E14P
et OR12D3) ont été localisés au niveau du nceud atrio-ventriculaire (Feldmesser et al., 2006;
Flegel et al., 2013; Kim et al., 2015; Zhang et al., 2007). La forme protéique du récepteur
OR10J5 est exprimée chez 'homme au niveau des cellules endothéliales ombilicales (Human
Umbilical Vein Cells, HUVEC), de I'aorte et de I'artére coronaire (Kim et al., 2015). Chez la souris,
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Localisations «ectopiques» de TAAR1
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Figure 22. Expression «ectopique» et role métabolique du récepteur TAAR1.

A : Marquage immunohistochimique du récepteur TAAR1 dans le pancréas, le duodénum et
le pylore humain.

B : Colocalisation de TAAR1 (vert) avec l'insuline (rouge) dans les ilots formés par les
cellules pancréatiques B humaines en imagerie confocale.

C : Amélioration de la tolérance du glucose et réduction de la glycémie (histogramme) par
une seule dose orale de R0O5166017 (agoniste de TAAR1) chez des souris sauvages, aprés
administration d'un bolus oral de glucose. Gris : souris contréles, noir : souris ayant absorbé
du RO5166017 (Raab et al., 2016).



les transcrits d’Olfr78 et Olfr544 ont été trouvés au niveau du cceur et au niveau du glomus
carotidien, la présence d'0Ifr78, OIfr558, Olfr613, OIfr856-ps1 et Olfr1033 a été montrée (Chang
et al,, 2015; Kang et al,, 2015a; Yuan et al.,, 2001). Le transcrit du récepteur OIr1654 a été

retrouvé au niveau du coeur chez le rat au stade embryonnaire (Drutel et al., 1995).

Une étude du transcriptome de souris a par ailleurs montré une expression de 3 membres de
la famille V1R et de 2 membres de la famille V2R au niveau cardiaque (Zhang et al., 2010).
Taarl, Taar2, Taar3, Taar4 et Taar8a sont exprimés dans le coeur chez le rat (Chiellini et al.,

2007).
3.3.5. Sang et systeme immunitaire

Chez 'homme, 71 transcrits de récepteurs olfactifs ont été détectés dans les érythrocytes de
la fraction non sécrétée de plaquettes activées, ainsi qu'au niveau de différentes cellules
immunitaires telles que les leucocytes, les monocytes, les lymphocytes B et NK et les
granulocytes (Feingold et al., 1999; Flegel et al., 2013; Malki et al., 2015; Manteniotis et al.,
20164a, 2016b; Wijten et al., 2013; Zhao et al., 2013). L'expression de 10 transcrits (OR2A1/42,
OR2H2, OR3A2, OR3A3, OR5K2, OR10A2, OR13A1, OR5TE1, OR5TE2 et OR52N4) a été relevée
au niveau des ganglions lymphatiques humains (Flegel et al., 2013). En revanche, chez la
souris seul OIfr68 y a été détecté (Feingold et al., 1999). Seuls OR57TE2 et OIfr544 ont été
identifiés sous forme de transcrits dans la rate chez ’homme et la souris, respectivement (Wu
et al, 2017; Yuan et al., 2001). OR7A17 et OR10C1 sont exprimés dans la moelle osseuse
humaine (Feldmesser et al., 2006). Au niveau de la thyroide, chez 'homme I'expression de 21
récepteurs olfactifs est retrouvée et 7 sont exprimés chez la souris. Enfin, seul OR4D17 est
détectable dans le thymus chez 'homme, ainsi que 0Ifr39, Olfr181, OIfr325 et OIfr378 chez la

souris (Feldmesser et al., 2006; Flegel et al., 2013; Kang et al., 2015a).

Tous les membres de la famille TAAR, et particulierement TAART et TAAR2, ont été identifiés

sous forme de transcrits ou de protéines dans différentes cellules immunitaires humaines,
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telles que les leucocytes, les lymphocytes NK, B et T, ou les monocytes (Babusyte et al., 2013;

D’'Andrea et al., 2003; Nelson et al., 2007; Sriram et al., 2016).
3.3.6. Voies respiratoires

Une étude transcriptomique a mis en évidence I'expression de 32 récepteurs olfactifs, ainsi
que leurs partenaires canoniques de signalisation Gaor et AC3, au niveau de cultures de
cellules épithéliales trachéo-bronchiques humaines. OR2F1, OR2H3 et OR2W1 y ont également
été retrouvés sous forme protéique (Gu et al., 2014). Les transcrits des récepteurs OR7J17,
OR1J2, OR2A1, OR6A2 et OR51E2, ainsi que de leurs partenaires canoniques Gaor et AC3 sont
retrouvés au niveau des muscles lisses des voies aériennes humaines (Aisenberg et al., 2016).
Une seconde étude a montré I'expression transcriptomique et protéique dOR2AG1 et OR1D2

a ce niveau (Kalbe et al., 2016).

Chez 'homme, les ARNm des trois membres de la famille des FPR (FPR1 fortement), ainsi
qu’une faible expression de VNTRT ont été détectés au niveau du poumon (Flegel et al., 2015;

Rodriguez et al., 2000).
3.3.7. Cellules cancéreuses

Une étude examinant I'expression de récepteurs olfactifs dans prés de 1 000 lignées cellulaires
cancéreuses humaines a montré que 49,2% d’entre elles expriment au moins un géne codant
pour un récepteur olfactif. De plus, 86% des cellules exprimant un récepteur olfactif produisent
également les partenaires de transduction canonique du signal associé a ces récepteurs.
Certaines lignées cancéreuses semblent surexprimer sélectivement un récepteur donné, a
I'image d'OR2C3 dont la surexpression est spécifique des mélanomes. Par ailleurs, différents
récepteurs peuvent étre surexprimés dans de multiples lignées (Ranzani et al., 2017).
L'expression du transcrit OR57TE1T est 100 fois plus importante au niveau de carcinomes gastro-
intestinaux neuroendocrines (Cui et al., 2013; Leja et al., 2009). Ses niveaux transcriptomique

et protéique sont tous deux augmentés en cas de cancer de la prostate ou du poumon

67/



(Giandomenico et al., 2013; Wang et al., 2006; Weng et al., 2006). De méme, OR5TE2 est
surexprimé chez les personnes atteintes du cancer de la prostate (Ashida et al., 2004,
Rodriguez et al., 2014; Xu et al.,, 2000). L'expression d’'OR2A1 est régulée en réponse a la
chimiothérapie dans les cas de cancer des ovaires (L'Espérance et al., 2008). Des mutations
ponctuelles de la séquence d'OR2W3 sont associées a I'adénocarcinome pancréatique (Zhou
et al., 2012). L'expression du long ARN non-codant OR3A4 est associée a aux cas de cancers
de I'estomac et du sein (Guo et al, 2016; Liu et al.,, 2017). Par ailleurs, plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses humaines exhibent I'expression de récepteurs olfactifs. Les
récepteurs ORTA2 et OR2A4 sont exprimés par les lignées HelLa (cancer du col de I'utérus),
DU-145 (cancer de la prostate) et HCT-116 (cancer du c6lon) (Zhang et al., 2012). Les cellules
LNCaP issues du cancer de la prostate expriment les protéines OR2A4/7, OR51E1 et OR51E2
(MaRberg et al., 2016). Enfin, la lignée cancéreuse de leucémie myéloide K562 exprime les

transcrits OR2AT4, OR2B6, OR2W3, OR51B4, OR51B5 et OR52D1 (Manteniotis et al., 2016a).

Chez I'homme, I'expression de TAART a été reportée au niveau de cellules du cancer du sein
et ses taux d’expression ont été corrélés au taux de survie (Vattai et al., 2017). Tous les
membres de la famille FPR sont exprimés dans les tissus issus de cancer du poumon
(Cattaneo et al., 2015). FPRT est associé aux cellules malignes de glioblastome, aux
astrocytomes et aux neuroblastomes (Boer et al., 2013; Huang et al., 2010; Snapkov et al.,
2016). L'expression de ce récepteur est aussi retrouvée dans les formes de cancer gastrique
et colorectal (Cheng et al., 2014, Li et al., 2017). FPR1 et FPR2 sont trouvés dans les tissus

épithéliaux de cancer ovarien (Xie et al., 2017).
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3.3.8. Systéme nerveux

3.3.8.1.  Contexte physiologique

0Ir59 et son homologue OIfr78 ont été initialement identifiés au niveau du tronc cérébral ainsi
que du cortex frontal, puis au niveau des neurones dans plusieurs ganglions du systéme
nerveux autonome (Conzelmann et al., 2000; Raming et al., 1998; Weber et al., 2002) (Figure
23 A). Au sein du cerveau chez les espéces murines, les transcrits 0Ir59 et Olfr78 ont été isolés
au niveau cérébral chez le rat et la souris, respectivement (Yuan et al., 2001). OIfr15, Olfr49 et
Olfr1571 sont exprimés au niveau des neurones pyramidaux des couches Il et Il du cortex
cérébral (Otaki et al., 2004) (Figure 23 B). Par la suite, les transcrits OIfr110, Olfr166, Olfr287,
Olfr316, Olfr544, OIfr558, OIfr883, Olfr1344, Olfr1505, Adcy3 et Gnal ont été retrouvés dans le
cerveau chez la souris (Ansoleaga et al., 2013; Grison et al., 2014; Wu et al., 2017). La protéine
Olfr15 a été détectée au niveau cérébral chez la souris (Munakata et al., 2018). De plus,
I'expression de plusieurs transcrits de récepteurs (0Ir19, 0lr476, 0Ir522, 0Ir540, OIr611, OIr806,
0Ir812, OIr1082, 0Ir1105, OIr1266 et 0Ir1382) et de leurs partenaires canoniques Gnal, Adcy3
et Cnga2 a été détectée au niveau des plexus choroides chez le rat. Les protéines 0Ir19, Gaor
et AC3 y ont par ailleurs été identifiées (Gongalves et al., 2016). Enfin, le récepteur COR7b
(chicken olfactory receptor 7b) est exprimé transitoirement dans la notochorde des embryons

de poulet (Nef et Nef, 1997).

OR51E2, 'homologue humain du récepteur OIfr78 (souris) ou OIr59 (rat), a également été
retrouvé au niveau de la moelle allongée (Yuan et al., 2001). OR5V1 et OR8B8 sont exprimés
au niveau du ganglion ciliaire et OR2B6 au niveau du tronc cérébral humain (Feldmesser et al.,
2006). De plus, I'expression de 20 récepteurs olfactifs (ORTE1, OR2A4, OR2D2, OR2H2, OR2J3,
OR2L13, OR2T1, OR2T33, OR4F4, OR4F17, OR4K15, OR6F1, OR6K3, OR8K5, OR10G8, ORT1H1,
OR57E1, OR52H1, OR52L1 et OR52MT1) a été démontrée dans le cerveau humain, au niveau du
cortex entorhinal, frontal et préfrontal, ainsi que dans la substance noire et le cervelet

(Ansoleaga et al.,, 2013, 2015; Garcia-Esparcia et al., 2013; Grison et al., 2014). Deux études
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transcriptomiques ont montré I'expression de 30 récepteurs olfactifs supplémentaires dans le
cerveau humain (Flegel et al., 2013, 2015). Les protéines codées par les génes OR2H2, OR2A4
et OR6K3 sont exprimées par les neurones du cortex cérébral, du thalamus, du tronc cérébral
et du cervelet (Garcia-Esparcia et al., 2013) (Figure 23 C-H). Chez I'homme, I'expression de la
protéine OR6B2 est détectée au niveau des cellules satellites des ganglions de la racine
dorsale (Flegel et al., 2015). La protéine Gaorr est exprimée dans le striatum, ou elle associe les
récepteurs a la dopamine D1 et les récepteurs a I'adénosine A2a a l'activation de I'adénylate
cyclase de type 5 (Corvol et al., 2001; Herve et al., 2001). Néanmoins, son expression n'est pas
restreinte au striatum mais largement répandue au moins dans le cerveau humain. Le méme
constat est fait concernant I'expression de I'AC3 (Garcia-Esparcia et al., 2013) (Tableau 2).
Cependant, ces récepteurs peuvent s’'associer a différents partenaires, puisqu’il a été montré
in vitro que les récepteurs olfactifs se couplent indifféremment aux protéines Gaor, Gas et
Gais/16 que I'on retrouve également dans le systéme nerveux central et périphérique (Kajiya et
al., 2001). Ainsi, il est possible que différents composés activent différentes voies de
signalisation via le couplage des récepteurs a différentes protéines G, pouvant donner lieu a

une diversité de fonctions cellulaires.

Chez 'hnomme, une faible expression de VNTR1 a été détectée au niveau du cerveau (Rodriguez
et al., 2000). Les transcrits de récepteurs voméronasaux des familles V1r et V2r ont été
identifiés dans le cerveau de souris dés le stade embryonnaire (Karunadasa et al., 2006). Une
étude plus récente du transcriptome du cerveau de souris a précisé que 4 membres de la
famille V1r et 5 membres de la famille V2r y sont exprimés (Zhang et al., 2010). Les ARNm des
trois membres de la famille des FPR sont exprimés chez 'homme au niveau des ganglions
trigéminaux, des ganglions des racines dorsales et du cerveau. L'expression de FPRT est
particulierement élevée au niveau du cerveau et des ganglions trigéminaux (Flegel et al., 2015).
Au sein de la famille TAAR, TAART est distribué dans tout le systéeme nerveux central ainsi que

dans la moelle épiniere chez plusieurs especes, dont 'homme, et son expression a été
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Hybridation in situ d'Olfr564 Hybridation in situ d'Olfr151
(moelle allongée, souris) (cortex cingulaire, souris)

Gyrus denté de I'hippocampe Cortex temporal Cortex frontal

Thalamus Cervelet Cellules gliales (fleches)

Figure 23. Expression cérébrale de récepteurs olfactifs.

A : Hybridation in situ de la sonde antisens marquée a la digoxigénine spécifique de MOL8.17
(alias OIfr564) sur une section coronale de moelle allongée chez des souris. Les cellules
réactives sont situées dans l'area postrema (ap) et dans le noyau du tractus solitaire (nts).
Barre d’échelle = 200 pm (Conzelmann et al., 2000).

B : Hybridation in situ de la sonde antisens spécifique du récepteur olfactif M71 (OIfr151) sur
des coupes de cerveau de souris. Au niveau du cortex cingulaire, des corps cellulaires ronds
sont marqués, indiquant que les cellules M71-positives sont probablement des neurones
pyramidaux, situés dans la couche Il. Barre d'échelle = 100 um (Otaki et al., 2004).

C-H : Observation confocale du marquage immunohistochimique neuronal du récepteur
olfactif OR6K3 dans un cerveau humain. Ce récepteur est retrouvé au niveau du gyrus dentelé
de I'hippocampe (C), du cortex temporal (D), du cortex frontal (E), du thalamus (F) et du
cervelet (G). Le marquage se situe majoritairement au niveau du cytoplasme des neurones
mais quelques cellules gliales sont marquées (tétes de fleches en H). Barre d'échelle = 20 ym
(Garcia-Esparcia et al., 2014).



Tableau 2. Récepteurs olfactifs exprimés dans le systéme nerveux central.

Récepteurs et/ou partenaires de

oculomoteur,
substance noire,
noyaux pontiques
et cellules de
Purkinje

cellules gliales

Localisation Type cellulaire Espéce signalisation identifiés Fonction putative Techniques utilisées Référence
Poulet . PCR, southern blot, Nef et Nef,
Notochorde (embryon) Transcrit COR7b ) hybridation in situ 1997
Moelle allongée .
(4%™ ventricule) . Rat Transcrit Ralc (0Ir59) - ES;S;::?:E ls’:fu‘ Raming ot al,
cortex frontal
Moelle allongée PCR, séquencage,
(area postrema, Neurones Souris Transcrit MOL2.3 (0Ifr78), ) marquage X-gal (souris Conzelmann
noyau du tractus MOL8.17, MOL10.8 transgéniques), etal., 2000
solitaire) hybridation in situ
Couplage des
récepteurs
dopaminergique  Souris transgéniques
Striatum - Souris Protéine Gayy D1eta (knock-out Ga,g),  corvoletal,
PR N 2001
'adénosine A2a a western blot
l'adénylate
cyclase 5
Moelle allongée Homme Transcrit PSGR (OR51E2) cl .
. onage, séquengage, Yuan etal.,
Cerveau - Rat Transcrit Ralc (0Ir59) - northern blot, RT-PCR 2001
Souris Transcrit PSGR (0Ifr78)
Ganglions
sympathiques et
parasympathiques Marquage X-Gal (souris Weber et al
(sphéno-palatin, Neurones Souris Transcrit MOL2.3 (0Olfr78) - transgéniques), 2002 v
cervico-crénial, hybridation in situ
cervico-thoracique,
plexus cardiaque)
PCR, hybridation in situ,
Cortex Neurones Souris Transcrits OR3 (Olfr15, C6 . marquage X-Gal (souris  Otaki et al.,
(OIfr49), M71 (Olfr151) transgéniques), 2004
immunohistochimie
Tronc cérébral Transcrit OR2B6 ) Feldmesser
- Homme - - Microarray
Ganglion ciliaire Transcrits OR5V1, OR8B8 et al,, 2006
Cortices frontal Transcrits OR2D2, OR2L13,
entorhinal cervellet B Homme OR2T33, OR4F4, OR11HT, OR51E1, RT-qPCR Ansoleaga et
OR52L1 al., 2013
Cortex Souris Transcrits 0Ifr110, Adcy3, Gnal
Transcrits OR2D2, OR2J3,
Cortex frontal - OR2L13, OR2T33, OR4F4, Microarray, RT-qPCR,
OR11H1, OR5TET, OR52L1
Cortices frontal,
entorhinal,
temporal inférieur Garcia-
et orbito-frontal, Homme - Immunohistochimie Esparcia et
hippocampe, noyau Neurones, peu de Protéines OR2A4, OR2H2, OR6K3, ! al., 2013

AC3, Gagy

western blot (OR2H2,
AC3)




Tableau 2 (suite). Récepteurs olfactifs exprimés dans le systéme nerveux central.

Récepteurs et/ou partenaires de

Localisation Type cellulaire Espéce . L ie s Fonction putative Techniques utilisées Référence
signalisation identifiés
Transcrits ORTF12, ORTLS,
OR2C1, OR2H2, OR2K2, OR2L13,
OR2T8, OR2V1, ORZW3, OR3A2, Next-Generation Flegel et al
Cerveau - Homme OR3A3, OR4N4, OR5K2, OR7AS5, - Sequencing 2013 v
OR7C1, OR7D2, OR10A2,
ORT0AD1, OR13A1, OR13J1,
OR51ET, OR5TE2, OR52N4
Transcrits ORTK1, ORTL8, OR2K2,
Cerveau OR2L13, 0R2W3, OR3A2, OR7A5,
OR7C1,0R10AD1, OR13J1
Transcrits ORTET, ORTKT, ORTLS,
OR2A1/42, OR2A4/7, OR2AT4,
OR2K2, OR2L13,0R2T12, Next-Generation
OR2T33, 0R2W3, OR3A2, OR6B2, Sequencing
Ganglions OR6B3, OR7A5, OR7C1, OR7E24,
trigéminaux . Homme  ORT0ADT,OR73J1,0R5186, ) Flegel etal,,
OR51I1, OR5112, OR51J1, 2015
OR5TM1, OR51Q1, OR52B6,
OR5212, OR52K2, OR52N1,
OR52N4
Transcrits ORTL8, OR2A1/42,
Ganglions des OR2K2, OR2L13, OR2T12, Next—Gener.ation
racines dorsales OR2T33, OR2W3, OR3A2, OR6B2, Sequencing,
OR6B3, OR7A5, OR7E24, immunohistochimie
OR52N4, protéine OR6B2
Transcrits OR2D2, OR2J3,
- Homme ORZLTS‘, OR2T33, OR4F4, ORTOG& NanOCAGE, PCR, RT- .
Substance noire ORT1H1, ORSTET, OR52L1 - gPCR, hybridation in Gnsg&zt al.
Neurones . Transcrits OIfr166, Olfr287, situ
dopaminergiques Souris  0Ifr316, 0lfr558, 0Ifr883, 0lfr1344,
0Ifr1505, Adcy3, Gnal
Transcrits OR2D2, OR2L13,
Cortex préfrontal OR2T1, OR2T33, OR4F4, Ansoleaga et
dorsolatéral ) Homme OR6F1,0R10G8, OR5TET, i RT-gPCR al., 2015
OR52H1, OR52L1, OR52M1
Transcrits OIr19, 0Ir476, OIr522, Surveillance irnrnur?on;iF;fséhimie
Ventricules Cellules 0Ir540, Olr611, 0Ir806, OIr612, chimique de la western blot ' Gongalves et
. épthéliales des Rat 0Ir1082, 0Ir1105, 0Ir1266, composition du i S
cérébraux . i X électrophysiologie, al,, 2016
plexus choroides 0Ir1382, Gnal, Adcy3, Cnga2, liquide céphalo- L
protéines 0Ir19, Gagy, AC3 rachidien  culture cellulaire, siRNA,
imagerie calcique
Cerveau - Souris Transcrit Olfr544 - RT-gPCR W;;;;I"
Cerveau - Souris Protéine OIfr15 - Western blot Munakata et

al., 2018




suggérée au niveau des astrocytes humains (Borowsky et al., 2001; Cisneros et Ghorpade,
2014, Gozal et al., 2014; Lindemann et al., 2008). Dans le cerveau humain, I'expression du
transcrit TAARG est supérieure a celle de TAAR1 et est localisée au niveau de I'amygdale, des
ganglions de la base, du cortex frontal, de I'hippocampe et de la substance noire (Borowsky et
al., 2001; Duan et al., 2004). De plus, une forte expression du transcrit TAAR9 humain a été
rapportée au niveau de 'amygdale et, plus fortement, au niveau de I’hypophyse (Borowsky et
al., 2001; Vanti et al., 2003). Au niveau cérébral chez la souris, Taar2 est retrouvé a de faibles
niveaux et Taar5 est exprimé dans I'amygdale et I'hypothalamus, ou son expression est
partiellement superposée a celle de Taar7 (Dinter et al., 2015; Kanageswaran et al., 2015)
(Figure 24 A-B). Enfin, Taar5, Taar6 et Taar8a sont exprimés dans le cortex, le cervelet et la

moelle épiniére chez le rat (Chiellini et al., 2012; Gozal et al., 2014) (Tableau 3).
3.3.8.2. Traumatismes et lésions du systéme nerveux

Chez des patients souffrant de traumatisme cranien, la sous-expression d'ORT11H1 et OR4M1
a été corrélée a l'intensité du trauma et associée a la tauopathie induite apres le choc (Zhao
etal.,, 2013). L'expression d'un grand nombre de récepteurs olfactifs est, par ailleurs, dérégulée
chez des rats ayant subi une lésion du nerf sciatique au niveau des ganglions de la racine
dorsale (Gong et al., 2015; Li et al., 2013b). Chez les rats ayant subi un stimulus inflammatoire,

I'expression de Taar8 a été notée dans les astrocytes et la microglie (D’Andrea et al., 2012).

3.3.8.3.  Troubles mentaux

3.3.8.3.1. Autisme

Les troubles du spectre autistique sont des désordres développementaux humains
caractérisés par des difficultés de I'apprentissage social et de la communication ainsi que par
des comportements stéréotypés. Au cours de travaux d'étude génomique globale, des
polymorphismes d’'un seul nucléotide ont été retrouvés sur plusieurs genes de récepteurs

olfactifs localisés au niveau du chromosome 11 chez des enfants présentant des troubles du
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Hybridation in situ des récepteurs Taar1 et Taar5 murins
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Figure 24. Expression et roles cérébraux des récepteurs Taar.

A-B : Hybridation in situ fluorescente du récepteur Taar5 murin (A, vert) et colorée au DAB
(3,3'-diaminobenzidine) du récepteur Taar1 murin (B, noir), au niveau du noyau arqué de
I'hypothalamus (gauche), de I'hypothalamus ventromédial (milieu) et de 'amygdale (droite).
Barre d'échelle = 100 pm (A) ou 200 pm (B). «lll» indique la localisation du 3¢me ventricule
cérébral, et «Ot» celle du tractus optique (Dinter et al., 2015).

C : IRM de cerveaux de rats ayant recu du R0O5256390 (agoniste total de Taarl), du
R0O5263397 (agoniste partiel de Taar1) ou de I'olanzapine (médicament anti-psychotique
utilisé dans certaines formes de schizophrénie), aprés soustraction des signaux par rapport
aux animaux ayant regu une injection de véhicule. Le panneau de gauche montre l'atlas de
référence neuro-anatomique utilisé pour la quantification du signal: 14 correspond a
I'hippocampe, 15 a I'hypothalamus, 16 et 17 au cortex entorhinal. Les barres colorées en bas
a droite indiquent les différences par rapport aux animaux controles (Revel et al., 2013).



Tableau 3. Récepteurs phéromonaux exprimés dans le systeme nerveux central.

Récepteurs et/ou partenaires de

Localisation Type cellulaire  Espéce signalisation identifiés Fonction putative Techniques utilisées Référence
Cerveau - Homme Transcrit VN1R1 RT-PCR, southern blot Rodrlgl[.l)%;el al,
Amygdale,
h ot:flz‘r}r:::smg:;velet Transcrits TAART (toutes
iy ] PR - Homme localisations), TAAR6 (amygdale, RT-gPCR
formation réticulée, hippocampe), TAAR8 (amygdale)
ganglions des racines PP pe). ¥9
dorsales
Cortices piriforme et
frontal, pallldum, Borowsky et al.,
thalamus, hippocampe, 2001
noyaux
hypothalamiques, Neurones
septum, ganglions de . Souris Transcrit Taar1 Hybridation in situ
(souris)
la base, amygdale,
noyaux du tronc
cérébral, cervelet,
moelle allongée, moelle
épiniére
Hypophyse - Homme Transcrit TAAR9 - Northern blot Var;téle]e;al.,
Ganglions de la base,
cortex frontal, . Homme Transcrit TAARG RT-qPCR Duan et al,
substance noire, q 2004
amygdale, hippocampe
' . Karunadasa et
Cerveau - Souris Transcrits V1r, V2r - RT-PCR
al., 2006
Hypothalamus, aire
ventrale tegmentale, Modulation de la Souris transgénique
amygdale, noyaux du ) Souris Transcrit Taar neurotransmission  (knock-out Taarl+LacZ), Lindemann et
raphé dorsal et du dopaminergique et de  RT-PCR, histochimie, al., 2008
tractus solitaire, l'activité locomotrice comportement
hippocampe
Cerveau - Souris Transcrits V1r (4), V2r (5) Microarray Zha;gﬁ)t al.
Cerveau Souris Transcrits Taar1, Taar3
; Chiellini et al.,
Cortex, matiére R Transcrits rTaar1 (sauf cervelet), _ RT-gPCR 015
Rat rTaar3 (sauf cervelet), rTaar8a,
blanche, cervelet
rTaar9
Cultures primaires
X . Clairance du . (astrocytes), R.T-(.:IPCR' Cisneros et
- Astrocytes Homme Transcrit et protéine TAAR1 immunocytochimie, test
glutamate ) Ghorpade, 2014
de clairance du
glutamate
PN Neurones, Transcrits /Taar], rraarZ, rTaer3, RT-PCR, hybridation in Gozal et al,,
Moelle épiniére Rat rTaar4, rTaar5, rTaar6, rTaar7a, - .
motoneurones situ 2014
rTaar8a, rTaar9
Noyau arqué, noyau
ventromédial de . Souris Transcrits Taar1 (sauf noyau . Hybridation in situ Dinter et al.,
I'hypothalamus, arqué), Taar5 Y 2015
amygdale
Ganglions trigéminaux )
et ganglions des - Homme Transcrits FPR1, FPR2, FPR3 - Next gener.atlon Flegel etal,
’ sequencing 2015
racines dorsales
Cerveau - Souris Transcrit Taar2 RNA-seq Kanageswaran
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spectre autistique (St Pourcain et al., 2013). Une autre étude a relié ces troubles a des
polymorphismes nucléotidiques au niveau de plusieurs géenes de la famille des récepteurs

olfactifs de classe Il, comme OR2M3, OR2M4 et OR2T5 (Kuo et al., 2015).
3.3.8.3.2. Schizophrénie

Une altération de I'expression de certains récepteurs, notamment OR2T1, OR2T33, OR51ET,
OR52L1,0R52H1, OR2D2 et OR10G8, a été observée au niveau du cortex préfrontal de patients

atteints de schizophrénie chronique (Ansoleaga et al., 2015).

3.3.8.4. Maladies neurodégénératives

3.3.8.4.1. Maladie de Parkinson et paralysie supranucléaire progressive

Des modifications de I'expression des récepteurs olfactifs ont été observées au niveau du
cortex frontal chez des patients atteints de la maladie de Parkinson. Les ARNm OR2L13,
OR11H1, OR5TET et OR52L1 sont sous-exprimés dans I'ensemble des cas étudiés, OR2J3 est
uniguement sous-exprimé chez les hommes et OR4F4 est spécifiquement surexprimé chez les
femmes. Ces dérégulations d’expression, bien qu'ayant été observées post-mortem, semblent
apparaitre dés le stade 3 et se maintiennent au cours de la maladie (Garcia-Esparcia et al.,
2013). De plus, au niveau de la substance noire, les transcrits OR2L13, OR2T33, OR2J3, OR4F4,
OR10G8, OR11H1 et OR52L1 sont sous-exprimés chez des patients parkinsoniens. Cette sous-
expression n'est pas due a la mort des neurones de cette structure car des T2R y sont

surexprimés (Grison et al., 2014) (Figure 25 D-E).

L'analyse de I'expression des récepteurs olfactifs au niveau du cortex frontal de patients
atteints de paralysie supranucléaire progressive a montré qu'OR71H1, OR2D2, OR2L13,

OR2T33, OR4F4, OR10G8 et OR52L1 y sont surexprimés (Ansoleaga et al., 2013).
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3.3.8.4.2. Maladie de Creutzfeldt-Jakob

Au niveau cortical, les transcrits OR2L13, OR4F4, OR51E1 et OR52L1 sont sous-exprimés chez
les patients MM1. ORT0G8 est surexprimé chez les patients VV2 tandis qu'OR7T71H1 est sous-
exprimé chez tous les patients. Au niveau du cervelet, OR2D2 est surexprimé chez les patients
MM1 et I'expression d'OR4F4 et OR57TET est diminuée chez les deux sous-types de patients

(Ansoleaga et al., 2013).

3.3.8.4.3. Maladie d’Alzheimer

La création de modeles transgéniques de souris mimant la maladie d'Alzheimer a permis de
montrer que le géne codant pour OIfr1710 est surexprimé dans le cortex dés 3 mois chez la
souris transgénique APP/PS1, et que son expression est accompagnée par celle de 'AC3 et
de Gaor, suggérant une implication fonctionnelle de ce récepteur dans la pathologie
(Ansoleaga et al., 2013) (Figure 25 A). Ce récepteur est également surexprimé au niveau de la
microglie chez le modeéle murin double transgénique Tau/APOE4, imitant la maladie
d’Alzheimer a apparition tardive (Shi et al.,, 2017b). La maladie d’Alzheimer est en partie
connue pour engendrer une neuroinflammation au niveau du tissu cérébral. Il est intéressant
de constater que chez la souris, le géne OIfr110 est situé sur un locus du chromosome 17
contenant un grand nombre de génes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe I, qui participe aux réponses immunitaires (Amadou et al., 2003). Par ailleurs,
I'hnomologue humain d'Olfr170, OR5V1, est également exprimé dans le cluster de génes du

CMH du chromosome 6 (Younger, 2001).

Chez 'homme, des dérégulations de I'expression des génes de récepteurs olfactifs ont été
identifiées au niveau des cortices frontal et entorhinal de patients présentant différents stades
d’avancement de la maladie d’Alzheimer. OR1TH1 est surexprimé et OR4F4 sous-exprimé dans
le cortex entorhinal de patients de stade IlI-1V et V-VI, tandis qu'OR70G8 est sous-exprimé chez

les patients au stade tardif. Au niveau de leur cortex frontal, ces patients présentent une
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surexpression d'OR4F4 au stade llI-IV et d'OR52L1 aux stades IlI-IV et V-VI (Ansoleaga et al.,

2013) (Figure 25 B-C).

3.3.9. Conclusion sur les récepteurs olfactifs et phéromonaux «ectopiques»

Les récepteurs olfactifs et phéromonaux dits «ectopiques» sont distribués dans tout le corps.
Cependant, bien que les travaux de caractérisation des récepteurs olfactifs dans les tissus et
organes périphériques soient avancés, peu de données concernent les récepteurs
phéromonaux. En particulier, au niveau du systéeme nerveux I'expression (en grande partie
uniguement transcriptomique) de quelques récepteurs olfactifs a été identifiée dans
différentes régions. Cependant ces informations, en comparaison des nombreuses études les
décrivant dans les organes et tissus périphériques, restent largement superficielles et les
raisons de la présence des récepteurs olfactifs au niveau du systéme nerveux, et en particulier

du cerveau, restent un vrai mystere.
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Figure 25. Altération pathologique de I'expression cérébrale de récepteurs olfactifs.

A : Surexpression de 'ARNm codant pour le récepteur olfactif Olfr110 dans le cortex cérébral
de souris modeéles de la maladie d’Alzheimer (modéle APP/PS1, gris), comparées a des
souris controles (noir) (adapté d’Ansoleaga et al., 2013).

B-E : Dérégulation de I'expression de plusieurs récepteurs olfactifs au niveau cérébral chez
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (B et C, adapté d’Ansoleaga et al., 2013) ou
de Parkinson (D et E, adapté de Garcia-Esparcia et al., 2014), comparés a des patients
contréles. L'ARNm codant pour OR52L1 est surexprimé dans le cortex frontal de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer de stade IlI-IV (AD IlI-IV) et V-VI (ADV-VI) (B). LARNm
d’'OR11H1 est surexprimé dans le cortex entorhinal de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer de stade V-VI par rapport aux patients sains (C). Les niveaux d'expression
d’'OR52L1 (D) et d'OR11H1 (E) diminuent dans le cortex frontal de patients atteints de la
maladie de Parkinson (PD-T).



Problématique

Les chapitres développés précédemment ont permis d'établir le raffinement et la
spécialisation des différents systemes chimiosensoriels permettant la détection des godts,
des phéromones et des odorants. Cependant, ce concept de spécialisation est relatif puisque,
comme nous l'avons vu, les différents récepteurs aux molécules gustatives, phéromonales et
odorantes sont aussi exprimés dans une multitude de tissus et organes hors de la sphere
bucco-nasale. En dehors des organes des sens ils assurent des réles, chimiosensoriels ou non
et peut-étre cruciaux, aussi bien en conditions physiologiques que pathologiques. Comme
nous venons de le voir, au niveau du systéme nerveux et en particulier du cerveau quelques-
uns de ces acteurs ont été identifiés, mais la raison de leur expression centrale reste
hypothétique. Ainsi, I'objectif principal de mes travaux de thése était d'affiner et de compléter
les connaissances générales sur I'expression centrale des chimiorécepteurs d’origine rhino-

laryngée.

En particulier, j'ai voulu dans un premier temps effectuer une description compléte de
I'expression de ces différents récepteurs dans le cerveau humain sain, ce qui n’a jamais été
fait auparavant. Par la suite, mon travail s’est focalisé sur la famille des récepteurs olfactifs
chez la souris. Ce modele offre I'opportunité de réaliser des études plus poussées au niveau
transcriptomique et protéomique, dans un contexte physiologique (souris sauvage) ou
pathologique (souris transgénique 5xFAD, mimant la maladie d’Alzheimer). Mes travaux de
thése ont visé a répondre a trois grandes questions a propos des récepteurs olfactifs

cérébraux :

> Quand sont-ils exprimés ? Les niveaux de leurs transcrits varient-ils au cours de la vie,
lors du vieillissement cérébral normal ? L'apparition d’'une neuropathologie impacte-t-

elle leur cinétique d’expression ?
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> Quels sont les types cellulaires cérébraux les exprimant ? Les retrouve-t-on au niveau
protéique dans le cerveau ? Si oui, leur expression protéique est-elle homogéne au sein
du tissu cérébral, ou spécifique a une population cellulaire ? La pathologie modifie-t-
elle cette expression ?

> Quelles sont leurs fonctions ? Sont-ils, a I'image des récepteurs olfactifs du reste du
corps, impliqués dans des fonctions physiologiques ? Ou au contraire, contribuent-ils
particulierement a des ruptures de I'homéostasie responsables de l'aggravation

temporelle de neuropathologies telles que la maladie d'Alzheimer ?

1. Récepteurs rhino-laryngés et cerveau humain

Les connaissances concernant les récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs au niveau
du cerveau humains sont minces. Mon objectif a été de dresser un profil d'expression
exhaustif de ces différents chimiorécepteurs dans la totalité des régions cérébrales humaines.
Ce travail a été permis par I'exploitation d'une base de données accessible et ouverte en ligne,
I'Allen Brain Atlas (https://www.brain-map.org), qui met a disposition des chercheurs les
résultats d'analyse de I'expression transcriptomique de plusieurs cerveaux humains. Ce travail
a permis la rédaction d’un article, « The Human Brain Smells and Tastes the Self : Lessons from
the Allen Brain Atlas », qui est actuellement soumis a Scientific Reports. Il est inséré dans la

suite de ce manuscrit.

1.1. Familles de chimiorécepteurs cérébraux

Dans un premier temps, l'objectif a été de déterminer quelles familles de récepteurs
chimiosensoriels d’origine rhino-laryngée sont exprimées dans le cerveau humain et, a fortiori,
si 'ensemble des génes les composant sont exprimés, ou si seule une partie de ces familles
est retrouvée dans le cerveau. J'ai donc analysé systématiquement I'expression de ces

différents génes rapportée par I'Allen Brain Institute grace a I'emploi de puces a ADN.
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1.2. Expression régionale des chimiorécepteurs rhino-laryngés

Par la suite, je me suis penchée sur la répartition cérébrale de I'expression de ces familles de
récepteurs. L'objectif est de déterminer si leur expression est spécifique d’'une partie du
cerveau en particulier, ou s'il existe une forme «d'éventail» de régions cérébrales favorisant
I'expression d'une famille donnée. Pour ce faire, nous avons quantifié au niveau de plus de
cent aires cérébrales I'expression de tous les génes des familles des récepteurs gustatifs de
type 1, aux amines traces, voméronasaux et aux peptides formylés. En raison du grand nombre
de génes humains appartenant aux deux classes de récepteurs olfactifs (396 génes, 425
pseudogeénes) et aux récepteurs gustatifs de type 2 (25 genes, 11 pseudogénes), j'ai limité
mon étude a 10 membres de chaque famille. En paralléle, j'ai effectué la méme analyse a
propos de leurs principaux partenaires de transduction canonique afin de pouvoir émettre

I'nypothése de la fonctionnalité potentielle de ces récepteurs.
1.3. Variation liée a I'age, aux troubles mentaux, ou aux lésions

Enfin, a 'image de la majorité des études s’étant intéressées a I'expression cérébrale des
chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée, j'ai voulu déterminer si I'age (donc le vieillissement
physiologique), les troubles mentaux et les traumatismes craniens influencent leur expression.
Les données de I'Allen Brain Atlas documentent I'expression génétique de 6 cerveaux humains
exempts de toute altération pathologique, mais d’age variable : 24 ans, 31 ans, 39 ans, 49 ans,
55 ans et 57 ans. Ainsi I'étude des variations d'expression des chimiorécepteurs liées a I'age
est possible en comparant les expressions dans chaque cerveau. Par ailleurs, un autre
ensemble de données mises a disposition par le méme institut offre la possibilité d’analyser
I'expression génétique chez des sujets atteints de démence et/ou ayant subi un traumatisme
cranien. Nous avons donc pu chercher a voir si ces deux conditions, cette fois pathologiques,

influengaient également I'expression des différentes familles de récepteurs chimiosensoriels.
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2. Les récepteurs olfactifs cérébraux en conditions physiologiques et pathologiques

Le second aspect de mon travail de these a visé a caractériser et a proposer pour la premiere
fois un ou des roles aux récepteurs olfactifs exprimés de fagon ectopique dans le cerveau.
Ayant été décrits dans plusieurs contextes physiopathologiques présentés antérieurement, il
est tentant de penser que ces récepteurs sont impliqués et pourraient éventuellement
représenter de nouvelles cibles thérapeutiques. Ce travail a donc été focalisé sur I'étude des
récepteurs olfactifs cérébraux au cours du vieillissement normal (souris saines) et
pathologique (souris imitant la maladie d’Alzheimer). Ces modéles, contrairement a 'homme,
permettent I'analyse fine de différents parametres d'expression des transcrits et des protéines
(détaillés dans les parties suivantes), a des ages sélectionnés. Cette étude a donné lieu a la
publication d'un article, « Expression of the Cerebral Olfactory Receptors OIlfr110/111 and
0Ifr544 Is Altered During Aging and in Alzheimer’s Disease-Like Mice », dans la revue Molecular

Neurobiology.

2.1. Expression génétique

Au sein de I'équipe, une étude transcriptomique d’échantillons de cortex et d’hippocampe de
souris 5xFAD, modeles de la maladie d’Alzheimer, comparées a des souris sauvages a permis
de révéler I'expression de nombreux transcrits de récepteurs olfactifs au niveau cérébral.
Celle-ci est modulée selon I'age et/ou I'évolution de la pathologie (Landel et al., 2014). Le
modele murin 5xFAD présente 5 mutations des génes de la protéine précurseur du peptide
amyloide (Amyloid precursor protein, APP) et de la préséniline 1 (PSEN1), retrouvées chez les
patients humains atteints de la forme familiale de la maladie d’Alzheimer. Ces mutations
entrainent une pathologie amyloide agressive démarrant dés I'age de 2 mois et caractérisée
par une accumulation rapide de plaques amyloides menant a la dégénérescence des cellules

neurales et des synapses (Oakley et al., 2006).
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Je me suis ainsi focalisée dans un second temps sur la famille des récepteurs olfactifs et en
particulier sur deux d’entre eux, chez des souris sauvages et des souris transgéniques 5xFAD.
Notre choix s’est porté sur Olfr544, surexprimé dans le cortex et 'hippocampe des souris
5xFAD de 9 mois, et sur OIfr110/111. Bien qu’aucune variation de I'expression de ce dernier
n'ait été constatée lors de notre étude transcriptomique, sa surexpression a été démontrée
dans deux autres modeles murins de la maladie d’Alzheimer. Chez les souris APP/PST1, il est
surexprimé au niveau du cortex dés trois mois (Ansoleaga et al., 2013). OIfr110 est aussi
surexprimé par les cellules microgliales provenant de souris double transgéniques
Tau/APOE4, un modéele reproduisant la tauopathie de la maladie d'Alzheimer et surexprimant
I'isoforme E4 de I'apolipoprotéine E (principal facteur de risque de la forme sporadique de la

maladie d’Alzheimer), dont I'inflammation a été induite in vitro avec du LPS (Shi et al., 2017b).

J’ai donc voulu mettre en évidence la cinétique d’expression cérébrale de ces deux candidats
durant le vieillissement de 4 a 12 mois en utilisant la technique de RT-gPCR. La comparaison
des niveaux d'expression des récepteurs olfactifs entre les souris reproduisant un
vieillissement cérébral normal (sauvages) ou pathologique (modéle 5xFAD), a permis de

déterminer leur implication potentielle dans des phénomenes physiopathologiques.
2.2. Expression protéique

Par la suite, j'ai cherché a déterminer s'il existe une expression protéique d'Olfr110/111 et
Olfr544 et, si tel est le cas, quels sont les types cellulaires cérébraux porteurs de cette
expression, en utilisant la technique dimmunohistochimie sur des coupes de cerveaux

provenant des deux groupes de souris précédemment cités, d'ages différents.

Il existe, dans le cerveau, au moins 6 types cellulaires : astrocytes, neurones, oligodendrocytes,
cellules microgliales et cellules endothéliales. A I'image de I'expression des récepteurs au
niveau des neurones olfactifs, notre hypothese était que les récepteurs candidats sont

exprimés par les neurones, sans exclure leur production éventuelle par d’autres types
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cellulaires, particulierement en conditions pathologiques. La résolution de ces questions nous
permettrait d'établir des hypotheses plus avancées sur les raisons fonctionnelles de

I'expression de ces chimiorécepteurs d’origine faciale, avec un potentiel thérapeutique.

2.2.1. Expression neuronale

Les neurones sont les unités fonctionnelles de base du systeme nerveux. lls communiquent
entre eux et sont impliqués dans le processus de neurogenese permettant la réparation des
réseaux neuronaux du systéme nerveux central. Une expression de récepteurs au niveau
neuronal pourrait les impliquer dans les phénomenes de neurotransmission, de neurogenese
ou de régénération. En effet, lors du développement ou suite a une perte neuronale
pathologique, ils pourraient servir de molécules de guidage des neurones néoformés jusqu’'a
leur destination finale. Ce role a d'ailleurs été décrit pour certains récepteurs ectopiques,
comme expliqué précédemment. Ces récepteurs pourraient éventuellement détecter des
petites molécules endogénes cérébrales ou ayant traversé la barriere hémato-encéphalique,
et ainsi surveiller I'environnement cellulaire du neurone. De plus, ces récepteurs pourraient
détecter des molécules telles que des neurotransmetteurs, des neuromodulateurs, des
neurohormones ou des gliotransmetteurs, permettant au neurone de s’adapter et
communiquer avec son environnement en l'impliquant dans des boucles de régulation

autocrines ou paracrines.

2.2.2. Expression astrocytaire

Les astrocytes assurent une diversité de fonctions, participant au maintien de la barriére
hémato-encéphalique, régulant le flux sanguin, assurant la nutrition cérébrale, concourant au
métabolisme énergétique du systéme nerveux et contribuant a la neurotransmission. Les
astrocytes jouent également un réle dans la défense immunitaire, la réparation et la
cicatrisation du cerveau en cas de neuropathologie ou de lésion. Ills assurent une forme de

communication basée sur des vagues calciques et peuvent libérer des gliotransmetteurs. Des
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récepteurs olfactifs astrocytaires pourraient, en réponse a des neurotransmetteurs, participer
a la régulation de la communication synaptique ou des vagues calciques. Au niveau des pieds
astrocytaires, en relation avec les vaisseaux sanguins, les récepteurs pourraient faciliter la

capture de certains nutriments.
2.2.3. Expression microgliale

La microglie forme la principale défense immunitaire active du systeme nerveux central. Elle
secrete des cytokines a role anti-inflammatoire mais également des protéines et des radicaux
libres pouvant aggraver les lésions. Au niveau de ces cellules, les récepteurs olfactifs
pourraient étre impliqués dans les processus inflammatoires en étant activés par des
molécules inflammatoire et influant sur la libération de cytokines (et vice-versa). Par exemple,
dans le cas de la maladie d'Alzheimer, le peptide B-amyloide représenterait un bon candidat

d’activation des récepteurs olfactifs microgliaux.
2.2.4. Expression oligodendrocytaire

Les oligodendrocytes sont des cellules gliales de soutien, qui possédent un réle dans la
myélinisation des axones neuronaux, permettant de les isoler et de les protéger mais
également d’augmenter la vitesse de propagation des messages électriques neuronaux.
L'expression de récepteurs oligodendrocytaires pourrait influencer la vitesse de transmission
neuronale, la formation des gaines de myéline lors du développement cérébral ou la

remyélinisation des axones, en cas de neuropathologie ou de Iésion cérébrale.
2.2.5. Expression endothéliale

Les cellules endothéliales forment les vaisseaux et capillaires sanguins et sont reliées par des
jonctions serrées empéchant les molécules de passer entre les cellules et participant a la
constitution de la barriere hémato-encéphalique. A ce niveau, des récepteurs olfactifs
pourraient justement étre impliqués dans la constitution et le maintien de cette barriere ou a
sa réparation en cas de dommages.
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Publications

Article 1

The Brain Smells and Tastes the Self: Lessons from the Allen Brain Atlas

Gaudel F., Vergez A., Guiraudie-Capraz G.*, Féron F.*

Soumis : Scientific Reports.

1. Contexte et objectifs

Chez les mammiferes, la sphére rhino-laryngée comporte le nez et les sinus, la bouche, la
langue, le larynx et la trachée. L'expression de chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée et
appartenant aux familles des récepteurs gustatifs, phéromonaux (TAAR, VNR, FPR) et olfactifs
a été décrite dans de nombreux tissus et organes humains, comme au niveau du tractus
gastro-intestinal, des testicules, des poumons ou du cceur (Braun et al., 2007; Drutel et al.,
1995; Gu et al., 2014; Parmentier et al.,, 1992). Cependant, cette description est souvent
incompléte, se limitant a leur étude dans un seul tissu ou décrivant seulement quelques
représentants de chaque famille de chimiorécepteurs. Cette assertion est particulierement

vraie a propos du cerveau, a propos duquel treés peu d’informations ont été recueillies.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, les récepteurs gustatifs sont exprimés dans 7
zones cérébrales chez 'homme et les murins ou aucune fonction ne leur a été assignée en

dehors des T1R hypothalamiques, qui réguleraient le métabolisme glucidique (Dehkordi et al.,
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2012; Flegel et al., 2013, 2015; Ren et al., 2009; Singh et al., 2011; Tom4s et al., 2016) (Figure
19 et Tableau 1). Concernant les récepteurs phéromonaux, quelques études ont décrit
I'expression cérébrale de membres de la famille VNR et FPR chez 'homme et la souris (Flegel
et al,, 2015; Karunadasa et al., 2006; Rodriguez et al., 2000; Zhang et al., 2010). L'expression
de TAART a été extensivement décrite au niveau du systeme limbique, mais celle d'autres
transcrits de cette famille n'a été que superficiellement observée chez 'homme et les murins
(Borowsky et al., 2001; Chiellini et al., 2012; Dinter et al., 2015; Duan et al., 2004; Gozal et al.,
2014; Kanageswaran et al.,, 2015; Vanti et al., 2003) (Tableau 3). Enfin, I'expression de
transcrits de récepteurs olfactifs a été brievement décrite au niveau de 12 zones cérébrales
chez 'homme et les murins (Ansoleaga et al., 2013; Conzelmann et al., 2000; Feldmesser et
al., 2006; Flegel et al., 2013, 2015; Garcia-Esparcia et al., 2013; Grison et al., 2014; Munakata
et al., 2018; Otaki et al., 2004; Weber et al., 2002; Yuan et al., 2001). Seules 4 protéines de cette
famille ont été identifiées dans le systéme nerveux humain (Flegel et al., 2015; Garcia-Esparcia

et al., 2013) (Figure 23 et Tableau 2).

Les études les plus poussées dans ce domaine font état de I'expression cérébrale de
chimiorécepteurs appartenant aux familles des récepteurs olfactifs et gustatifs. Ces travaux
sont basés sur la comparaison de leurs expressions au sein de 5 aires cérébrales entre des
cerveaux d'individus sains et ceux de patients atteints d’'une neuropathologie (maladies
d’Alzheimer, de Parkinson, de Creutzfeldt-Jakob, paralysie supranucléaire progressive,
schizophrénie) (Ansoleaga et al., 2013, 2015; Garcia-Esparcia et al., 2013) (Figure 25). Il nous
est donc apparu essentiel de réaliser une étude permettant d’élargir le champ des
connaissances sur leur expression dans I'encéphale. L'objectif de ce premier article est donc
de donner un apergy, le plus exhaustif possible, de I'expression cérébrale humaine de toutes
les familles de chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée, ainsi que de leurs partenaires

canoniques de signalisation intracellulaire.
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2. Méthodes

Pour effectuer ce travail, nous avons tiré parti de la banque de données librement accessible

de I'Allen Brain Institute (http://portal.brain-map.orq). L'Allen Human Brain Atlas est une

ressource en ligne accessible au public contenant des informations sur I'expression des génes
dans le cerveau humain. Elle est composée de plusieurs ensembles de données provenant de
projets visant a caractériser I'expression génique dans les tissus humains a l'aide de diverses
techniques (microarrays d’ADN, séquencage de I'ARN, hybridation in situ). L'expression de

chaque gene y est analysée et accompagnée de données anatomiques et histologiques.

Les données de base de cette étude ont été obtenues a partir de cerveaux de 6 individus
adultes, atteints d’aucune pathologie avérée et d'age, d’ethnie et de sexe différents (5 hommes
et 1 femme). Nous avons extrait les données d’expression des chimiorécepteurs appartenant
aux familles des récepteurs olfactifs de classes | et ll, des récepteurs gustatifs de type 1 et 2
et des récepteurs phéromonaux (TAAR, VNR et FPR), ainsi que de leurs partenaires de
signalisation, au niveau de 97 régions représentant 13 aires cérébrales principales. L'immense
étendue des données a traiter nous a contraints a limiter notre étude a un seul cerveau, celui
d’'un homme caucasien d’age moyen (31 ans). Cela nous a permis de dresser des cartes
exhaustives de I'expression génique de chaque famille dans le cerveau humain adulte. Nous
avons tout de méme exploré la possibilité d’'une variation associée a I'age de I'expression des
chimiorécepteurs, en examinant les données d'expression de deux genes codant pour un
récepteur olfactif et un récepteur gustatif entre les cerveaux de cing hommes d’age et d’ethnie
différents (afro-américain de 24 ans, caucasien de 31 ans, afro-américain de 39 ans, caucasien
de 55 ans et caucasien de 57 ans). Cependant, nous n’avons pas réalisé de comparaison inter-
sexe de I'expression des génes codants pour les chimiorécepteurs car les données n’étaient
disponibles que pour un seul cerveau féminin. Par ailleurs, afin de déterminer si un événement
neuropathologique pouvait altérer I'expression des chimiorécepteurs, comme décrit

précédemment (Ansoleaga et al., 2013, 2015; Garcia-Esparcia et al.,, 2013), nous avons

84



comparé I'expression des transcrits codant pour des chimiorécepteurs dans 50 cerveaux de
personnes saines et 50 cerveaux de patients déments et/ou ayant subi un traumatisme

cranien.

3. Résultats et conclusion

A notre connaissance, cette étude est la premiére & avoir procédé & l'évaluation et a la
quantification de I'expression cérébrale de trés nombreux transcrits de toutes les familles de
chimiorécepteurs connues. L'examen comparatif des données de I'Allen Brain Atlas permet de
démontrer que la plupart, sinon tous les genes codant pour les chimiorécepteurs — TASR,
TAAR, VNR, FPR - sont exprimés, méme a de faibles niveaux, dans le systeme nerveux central
humain. De plus, cette étude permet de révéler que les récepteurs olfactifs, gustatifs et
phéromonaux sont exprimés principalement dans le systeme limbique, composé de structures
jouant un role important dans le comportement, notamment |'agressivité, la peur, le plaisir ou
encore la formation de la mémoire. Les génes codant pour leurs partenaires canoniques de
signalisation sont également largement transcrits dans le cerveau humain. Enfin, des
variations interindividuelles sont observées pour I'expression de certains chimiorécepteurs,
mais aucune différence significative n'est trouvée lors de la comparaison des cerveaux de

patients déments ou ayant subi un traumatisme a ceux d’individus contréles.

On peut conclure que les transcrits des chimiorécepteurs sont présents dans le cerveau
humain et qu'ils pourraient y étre fonctionnels s'ils sont exprimés au niveau protéique, puisque
les transcrits de leurs partenaires canoniques y sont également présents. C'est la premiére
fois que I'expression d’'un trés grand nombre de génes codant pour des chimiorécepteurs et
leurs partenaires est mise en lumiére dans l'intégralité du cerveau humain. C'est également la
premiere démonstration que leur expression est particulierement forte dans le systeme

limbique.
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Abstract

A growing number of studies report the expression of olfactory receptors (ORs) in many non-chemosensory tissues and organs.
However, within the brain, very few ectopic ORs are exhaustively documented. Their kinetic expression, cellular localization,
and functions remain elusive. Using cDNA microarrays, quantitative PCR, and immunohistochemistry, we studied the cellular
and sub-cellular localization of OlIfr110/111 and Olfr544 and their timely expression in various brain areas of wild-type and
transgenic Alzheimer’s disease-like (SxFAD) mice. We observed that Olfr110/111 and Olfr544 proteins are mainly expressed by
neurons in cortical and hippocampal regions and, to a lesser extent, by astrocytes, microglia, oligodendrocytes, and endothelial
cells. In addition, both ORs are present at the cell membrane and co-expressed with the olfactory Goolf protein, suggesting that
they can be functional. Remarkably, we also found that the expression of the mRNA encoding for Olfr110/111 tends to increase
with age in both the cortex and hippocampus of wild-type and transgenic mice. Moreover, Olfi110/111 transcript expression is
markedly impaired in the brain of Alzheimer’s disease-like mice. A different profile is noticed for Olfir544, for which an
overexpression is observed only in the cortex of 9-month-old animals. In addition, in transgenic mice, olfactory receptors are
observed near amyloid plaques. Altogether, our findings indicate that ORs may play a role in brain functioning, in normal and
pathological conditions.

Keywords Olfactory receptors - Alzheimer’s disease - Neurons - Aging - Hippocampus - Cortex

Introduction

At the time of their very first identification, nasal olfactory recep-
tors (OR) were described as “seven transmembrane domain pro-
teins whose expression is restricted to the olfactory epithelium”
[1]. However, during the following decade, “ectopic” ORs were
reported to be expressed in rodent and human non-chemosensory
tissues and organs, including testis [2—12], spermatozoa midpiece
and flagella [13, 14], lung [15-17], skin [18-20], kidney [6, 21,
22], pancreas [23], and a variety of other body parts [24-27]. The
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presence of such receptors in non-olfactory tissues prompted a
vivid interest, and numerous studies focused on the elucidation of
their roles in major cellular functions. For example, it has been
demonstrated that ORs are involved in glucose homeostasis [23],
keratinocyte proliferation and migration [18], detection of irri-
tants in pulmonary neuroendocrine cells [16], myocyte adhesion
and migration [28], melanogenesis [19], gut motility [29], renal
secretion of renin [30], and spermatozoa motility [31]. In the
central nervous system, PCR, microarray, and next-generation
sequencing studies revealed the expression of numerous genes
encoding for human, rat, and mouse ORs [32—38]. At the protein
level, three human ORs (OR2A4, OR2H2, and OR6K3) were
immunodetected in the cortex and the hippocampus, along with
two of their olfactory signaling partners, Goolf and adenylyl
cyclase 3 (AC3) [37]. Moreover, a dysregulated expression of
human ORs and olfactory-related genes was observed in several
pathologies, such as Alzheimer’s disease, Creutzfeldt-Jakob’s
disease, progressive supranuclear palsy, schizophrenia, and
Parkinson’s disease [36, 37, 39]. With regard to the latter, it has
been shown for example that several OR transcripts were
expressed in murine mesencephalic dopaminergic neurons [38].
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Significant progress has been made in clarifying the roles
of ORs in some non-olfactory tissues. However, next to noth-
ing is known about the physiological functions of ORs within
the nervous system. For the current study, we decided to start
at square 0 and assess the kinetic cerebral expression and sub-
cellular localization of two olfactory receptors—Olfir110/111
and Olfr544—and partners, during aging and in a mouse mod-
el of Alzheimer’s disease. These two ORs were selected for
the following reasons. On the one hand, the transcript Olfir110
is overexpressed in the brain of a transgenic Alzheimer’s dis-
ease mouse model (APP/PS1) and co-expressed with Gaolf
and AC3 [36]. On the other hand, we observed that the tran-
script Olfr544 is overexpressed in the cortex and hippocampus
of transgenic 9-month-old 5xFAD mice, another animal mod-
el of Alzheimer’s disease (Supplementary Table 1). Olfi-110/
111 human ortholog is OR5V 1, a class II OR. No conserved
Olfr544 has been identified in humans. However, according to
the Allen Brain Atlas [40], OR52K2, one of the most
expressed OR transcript in the human brain, OR52K2, shares
37% identity with Olfr544. In addition, specific and reliable
antibodies are available for Olfr110/111 and Olfr544 corre-
sponding proteins.

For our purpose, we used cellular and molecular tools such
as cDNA microarrays, polymerase chain reaction, and immu-
nohistochemistry on various tissues and brain areas from wild-
type (WT) and Alzheimer’s-like (5XFAD model) mice, at var-
ious ages. We observed that Olfr110/111 and Olfr544 are
expressed within both the cortex and hippocampus of WT
and 5xFAD transgenic mice, at the transcriptional and protein
levels. In these structures, transcripts of both ORs display age-
and pathology-associated variations of expression. At the cel-
lular level, Olfr110/111 and Olfr544 proteins are expressed at
the membrane of neurons and several other cell types, in com-
bination with Gxolf.

Materials and Methods
Animals

This study was performed using 5xFAD transgenic mice,
overexpressing two transgenes bearing five mutations linked
to familial Alzheimer’s disease: human APP (Swedish muta-
tion K670N, M671L; Florida mutation 1716V; London muta-
tion V7171) and human Presenilin 1 (PSEN1 M146L,
L286V), under the transcriptional control of the mouse 7hy!
promoter. The SXFAD lines from the C57BI/6 genetic back-
ground were maintained by crossing heterozygous transgenic
mice with C57B1/6 F1 breeders. These mice exhibit
Alzheimer’s disease-related symptoms earlier than other ani-
mal models, and amyloid deposition starts in the cortex and
subiculum at 2 months of age [41]. Heterozygous male
5xFAD transgenic animals and wild-type controls were
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obtained after breeding of progenitors purchased from the
Jackson Laboratory. Genotyping was performed by PCR anal-
ysis of tail DNA in order to detect the human APP gene. The
animals were housed in a temperature-controlled environment
(22 £2 °C) with a light/dark cycle of 12 h. The animals had ad
libitum access to drinking water and standard food pellets.
Animal manipulations were carried out in accordance with
the guidelines published in the European Communities
Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC). All
efforts were made to reduce animal stress, suffering, and
numbers.

Gene Expression Profiling Using Microarray
Procedure

Cortical and hippocampal RNA samples from three WT and
three S5XFAD mice, aged 1, 4, 6, and 9 months (M1, M4, M6,
and M9), were pooled for microarray hybridization. Sample
amplification, labeling, and hybridization were performed in
line with the Agilent one-color microarray-base analysis (Low
Input Quick Amp labeling) protocol (Agilent Technologies,
Les Ulis, France). Briefly, total RNA was reverse-transcribed
into cDNA using the 77 promoter primer. The reaction
intending to synthesize cyanine-3-labeled cRNA from
cDNA was performed in a solution containing ANTP mix,
T7 RNA polymerase, and cyanine 3-dCTP and then incubated
at 40 °C for 2 h. Labeled cRNA was purified and fragmented
before hybridization on Agilent 8x60k Mouse Gene
Expression Arrays (Agilent Technologies), containing
62,975 oligonucleotide probes, at 65 °C for 17 h. Raw micro-
array signals were scanned and extracted using Agilent
Feature Extraction Software (Agilent Technologies). AgiND
R package was used for quality control and normalization.
Quantile methods and a background correction were applied
for data normalization. Microarray data are available in the
ArrayExpress database under accession number E-MTAB-
1937.

RNA Purification and Quantitative Real-Time PCR

Cortex, hippocampus, cerebellum, olfactory mucosa, and eyes
were collected from WT and 5xFAD transgenic mice aged
M4, M6, M9, and M12 (n=6 per group). Total RNA was
isolated using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France), according to the manufacturer’s instructions.

Total RNA was reverse transcribed with the High-Capacity
RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Villebon sur Yvette, France) following the manu-
facturer’s instructions and using a Veriti™ 96-Well thermal
cycler (Applied Biosystems). Real-time quantitative PCRs
were carried out (Applied Biosystems® 7500 Fast, Life
Technologies) to detect the expression of the two molecular
targets of interest using a combination of specific primers for
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Olfr110/111 and Olfr544. GAPDH was chosen as a house-
keeping gene and its expression levels served as reference.
The real-time PCR reactions were carried out with 50 ng of
c¢DNA in a mix solution containing 1x iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Kidlington, UK) and
300 nM of forward and reverse primers. Oligonucleotides
were designed from the nucleotide sequences described in
GenBank:

Olfr110/111 forward primer: 5'-ACCACCTGAATGAA
TTGCAGTAT-3'

Olfr110/111 reverse primer: 5-CAGCTATGGTCACC
ACAATGAT-3'

Olfr544 forward primer: 5'-GGACATCTCGCTGA
ATAAGACG-3'

Olfr544 reverse primer: 5'-CCAGGACTCGGTTG
AAGATG-3'

GAPDH forward primer: 5'-TGACGTGCCGCCTG
GAGAAA-3'

GAPDH reverse primer: 5'-AGTGTAGCCCAAGA
TGCCCTTCAG-3'

Samples were amplified in triplicates. Mean Ct for each
sample was calculated, and relative expression levels were
determined according to the AACt method: ACt values repre-
sent the normalized levels of each target gene compared to the
GAPDH control, and AACt values were calculated by
subtracting the mean ACt of the control population to the
sample ACt. Relative expression levels were calculated using
the 2724 equation. Negative fold change values were obtain-
ed by the equation 1/(mean 2"**“") of each group.

OR Construct, Cloning, and Expression in HEK Cells

The 317 amino acid sequence of Olfr110 and the 334 amino acid
sequence of Olfr544 were obtained from the online NCBI
Protein database (#AAP71232.1 and #ALI87966.1, respective-
ly). To facilitate protein expression and purification from mam-
malian cells, the following insertions were performed: (1) a
Kozak sequence (GCCACCATGG), immediately before the
start codon; (2) a Flag epitope tag (DYKDDDDK) at the
N-terminus of both genes after the start codon; and (3) the bovine
rhodopsin C9 (rtholD4) epitope tag (TETSQVAPA) at the C-
terminus of the protein. Two glycine linkers (GG) were inserted
after the Flag epitope and before the rho1D4 epitope, respective-
ly, as described by Belloir et al. [42]. Olf110 and Olfir544 genes
were cloned into the pcDNA3.1 expression vector (Life
Technologies, ThermoFisher Scientific, France) to produce the
pcDNA3.1-FLAG-OIlfr110-rtho1D4 vector and pcDNA3.1-
FLAG-OIfr544-rho1D4 vector. The native genes coding for
Olfr110 and Olfr544 were also cloned in pcDNA3.1 vector to
produce pcDNA3.1-Olfr110 and pcDNA3.1-O1fr544 vectors.
The plasmids were amplified in E. coli TOP10 cells (Life

Technologies, ThermoFisher Scientific, France) and purified
with a QIAfilter Plasmid Midi kit (Qiagen, Courtaboeuf, France).
The human HEK293T cells (HEK293T) were grown in
DMEM Glutamax culture medium, supplemented with 10%
fetal bovine serum, non-essential amino acids (0.1 mM), pen-
icillin (100 units/mL), and streptomycin (100 mg/mL) (Life
Technologies, ThermoFisher Scientific, France). The cells
were cultivated at 37 °C in a humidified atmosphere contain-
ing 5% CO,. The pcDNA3.1-Flag-Olfr110-tho1D4 and the
pcDNA3.1-Flag-Olfr544-rtho1 D4 plasmids were transfected
into cells using Fugene HD (Promega, Charbonnieres Les
Bains, France). After 24-48 h, the cells were collected.

Immunocytochemistry and Western Blot

OR-transfected HEK293T cells were seeded onto 22-mm cov-
erslips. Transiently transfected cells were washed with PBS
1%, fixed with 4% paraformaldehyde (Antigenfix solution,
Diapath, MM France, Brignais, France), and then incubated
with mouse anti-Flag antibody (F3165, 1:500, Sigma, France)
and rabbit anti-OR antibodies (Olfr110: ab177327, 1:100,
Abcam, France, and OIlfr544: OSR00035G, 1:200,
Invitrogen, France) diluted in PBS with 0.1% Tween 20, 3%
BSA, and 2.25% glycine (Sigma, France), for 1 h at room
temperature. Primary antibodies were detected with goat
anti-mouse Alexa Fluor 488 (A11029, 1:500, Life
Technologies) for Flag and goat anti-rabbit Alexa Fluor 594
(A11037, 1:500, Life Technologies, ThermoFisher Scientific,
France) for ORs, all diluted in PBS containing 1% Tween 20,
3% BSA, and 2.25% glycine, for 1 h at room temperature in
the dark. After washing, the coverslips were inverted and
mounted on glass slides with Prolong Gold Antifade reagent
(Life Technologies). Images were obtained using a LSM 700
(Zeiss, Jena, Germany) confocal microscope, and images
were analyzed using ImageJ (NIH) software.

For the Western blot analysis, lysates of HEK-transfected
cells (HEK-110, HEK-544, and HEK-pcDNA3.1) were pre-
pared by incubating cells on ice for 30 min in a RIPA buffer
supplemented with 1% protease inhibitor cocktail (Sigma,
France). Protein concentration was quantified by using the
Bio-Rad DC™ protein assay kit according to the manufac-
turer’s instructions (Bio-Rad). Equal amounts of proteins were
separated on 12% SDS-PAGE and transferred to nitrocellu-
lose membranes (GE Healthcare, Dutscher, Brumath, France).
After blocking, membranes were probed with the following
antibodies: polyclonal anti-Olfr110 (ab177327, 1:100,
Abcam, France) and polyclonal anti-Olfr544 (OSR00035G,
1:200, Invitrogen, France). Membranes were then incubated
with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary IgG antibodies (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA, USA). Immunoblot signals were visualized with
ECL chemiluminescence kit (GE Healthcare).
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Perfusion and Immunohistochemistry

WT and transgenic SXFAD mice at M6 and M9 (n = 3 per group)
were deeply anesthetized with an intraperitoneal injection of
sodium pentobarbital (355 mg/kg, Ceva Santé Animal,
Libourne, France) and perfused transcardially with 0.9% saline,
followed by 4% paraformaldehyde (Antigenfix solution,
Diapath, MM France, Brignais, France). Brains removed from
perfused mice and heads from newborn mice P5 were post-fixed
overnight in the 4% paraformaldehyde fixative solution and then
cryoprotected in 30% sucrose in phosphate buffer saline (PBS)
solution. Brains and noses were cryosectioned to 16-um slices
in hippocampal, cerebellar areas, and olfactory epithelium (OE)
using a Leica CM3050S cryostat (Leica Microsystems,
Nanterre, France), and stored at — 80 °C until immunostaining.

Brain and OE sections were gently unfrozen at room tem-
perature, and antigen retrieval was carried out by immersion in
sodium citrate buffer (10 mM sodium citrate, 0.05%
Tween-20, pH 6.0) for 20 min at 75 °C and then progressively
cooled down for 15 min. After a washing step in 0.05%
PBS-Tween 20, sections were blocked for 1 h at room tem-
perature in a blocking buffer containing 0.3% Triton X-100,
3% bovine albumin serum (BSA), 10% PBS 10x%, and 5%
normal goat or donkey serum (Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, USA).

For co-immunostaining, titration experiments were per-
formed at the following dilutions 1:100, 1:200, 1:300, 1:500,
and 1:1000. Final experiments were carried on sections using
the primary antibodies raised against Olfr110/111 (ab177327,
1:100, Abcam, France) or Olfr544 (OSR00035G, 1:200,
Invitrogen, France) and either: anti-NeuN (ab104224, 1:500,
Abcam) for neuronal staining, or anti-GFAP (MAB360,
1:500, Millipore, Merck Chimie, Fontenay sous Bois,
France) for astrocytes staining, or anti-MBP (MCA409S,
1:200, Bio-Rad) for oligodendrocytes staining, or Collagen
IV (C7510-50H, 1:1000, US Biological, Salem, MA, USA)
for endothelial cells staining, or anti-6E 10 (SIG-39320, 1:300,
Covance, Ozyme, Saint-Quentin, France) for amyloid plaques
staining, diluted in the blocking solution for 2 h at room tem-
perature. After washing in PBS, sections were incubated with
secondary antibodies, respectively, goat anti-rabbit Alexa
Fluor 594 (A11037, 1:500, Life Technologies, ThermoFisher
Scientific, France) to immunodetect Olfr antigens, and either
goat anti-mouse Alexa Fluor 488 (A11029, 1:500, Life
Technologies) for NeuN, GFAP, and 6E10, or goat anti-rat
Alexa Fluor 488 (A11006, 1:500, Life Technologies) for
MBP, or donkey anti-goat Alexa Fluor 488 (A11055,
1:1000, Life Technologies) for collagen IV for 1.5 h at room
temperature. Nuclei were stained using DNA intercalant
Hoechst (H6024, 1:1000, Sigma-Aldrich, Merck,
Saint-Quentin Fallavier, France).

For co-immunostaining of ORs with either Ibal or Gxolf
protein, sections were first incubated with the primary
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antibodies raised against Olfr110/111 or Olfr544 overnight
at 4 °C. After washing in PBS, sections were incubated for
1.5 h with goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 at room tempera-
ture, followed by a blocking step, 2 h incubation at room
temperature with 5% normal rabbit serum (Jackson
Immunoresearch Laboratories) in PBS. After an additional
2-h incubation with AffiniPure Fab Goat anti-Rabbit frag-
ments (Jackson Immunoresearch Laboratories) in PBS at
room temperature, sections were incubated with the primary
antibodies raised against Ibal (019-19,741, 1:1500, Wako,
Sobioda, Montbonnot-Saint-Martin, France) or Goolf (PA5—
27964, 1:1000, Thermo Fisher Scientific) overnight at 4 °C,
and with the corresponding secondary antibody goat
anti-rabbit Alexa Fluor 488 for 1.5 h at room temperature.
Nuclei were stained with DNA intercalant Hoechst.

Co-staining of sections with Alexa Fluor 488-conjugated
Wheat Germ Agglutinin (WGA-Alexa, 3 pg/ml, Molecular
Probes) was used for visualization of the cell membrane.
After washing with HBSS, incubation for 10 min with 3 pg/
ml of WGA Alexa Fluor 488 conjugate in HBSS and a
blocking step for 1 h at room temperature, sections were in-
cubated for 2 h at room temperature with OIfr110/111 or
Olfr544 antibodies. Sections were then incubated for 1.5 h
with the corresponding secondary antibody goat anti-rabbit
Alexa Fluor 594 and DNA intercalant Hoechst.

Sections were mounted using Prolong Gold Antifade re-
agent (Life Technologies). Negative control immunostaining
was performed without the primary antibody, and no immu-
noreactivity was confirmed. Sections were observed under a
LSM 700 (Zeiss, Jena, Germany) confocal microscope, and
images were analyzed using ImageJ] (NIH) software.

Statistics

Statistical analyses were performed with the unpaired,
two-tailed Mann-Whitney non-parametric statistical test. All
data are presented as means = SEM and were analyzed using
GraphPad Prism 6 software. Quantitative PCR data were nor-
malized with M4 animals 272" values fixed to 1, and the
negative fold change values were obtained by the equation
1/(mean 24" of each group. Differences between mean
values were considered statistically significant when p < 0.05
(*) and p <0.01 (**).

Results

AD Progression Induces a Massive Time-
and Area-Related Dysregulation of OR Expression

The cortex and hippocampus of 5xFAD mice display an ex-
tensive dysregulated expression of transcripts coding for ol-
factory receptors. Most of them are misexpressed at only one
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time point, whatever the tissue considered. Out of the 164
dysregulated OR transcripts, only ten—OIfr446, Olfr538,
Olfr544, Olfr574, Olfr720, OIfr868, Olfr1133, Olfri335,
Olfr1466, and Olfr1500—are misexpressed in both brain
areas (Supplementary Table 1). Using RT-qPCR and specific
primers to (in)validate our microarray findings, we determined
that Olfr544 transcript is overexpressed at M9 in 5xFAD an-
imals, both in the cortex and the hippocampus (Fig. 1). Eight
dysregulated genes in the cortex (Olfir173, Olfr446, Olfr544,
Olfr574, Olfr868, Olfir1133, Olfr1466, and Olfi-1500) and sev-
en in the hippocampus (Olfi-446, Olfr544, Olfr574, OIlfr868,
Olfr1133, Olfr1466, and Olfr1500) were compared at M4,
M6, and M9. We confirmed (i) an under-expression of
Olfr173 in the cortex of transgenic mice, at M4 but not at
M6 (Fig. 1a) and OIfr574 in the cortex at M9 but not in the
hippocampus at M6, and (ii) an overexpression of Olfir§68 in
the hippocampus at M4 and M6 and Ollfr1133 in the cortex at
M9 but not in the hippocampus at M4. Only the overexpres-
sion of Olfr544 is confirmed in both the cortex and hippocam-
pus at M9 (Fig. 1a, b). Interestingly, two OR closely related
genes—Gaolf and adenylyl cyclase 3—are misexpressed in
the cortex of SXFAD mice, at M9 (Supplementary Table 1).

Tissue-Dependent Expression of mRNAs Encoding
for OIfr110/111 and Olfr544

We quantified Olfi-110/111, Olfr544, and Gaolf gene expression
using RT-gPCR in the olfactory mucosa, brain (hippocampus,
cortex, and cerebellum), and eyes of WT mice, at M4, M6, MO,
and M12. As expected, both OR genes are expressed in the
olfactory mucosa of WT and 5xFAD mice (Fig. 2a—c).
However, whatever the age considered, Olfi-110/111 is more
strongly expressed than Olfr544 (**p <0.01) (Fig. 2a). We then
individually compared brain and eye expressions to those in the
olfactory mucosa, used as a reference, in the M6 WT group. The
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Fig. 1 The cortex (a) and hippocampus (b) of SXFAD mice display an
extensive dysregulated expression of transcripts coding for olfactory
receptors. As shown on supplementary Table 1, microarray analysis in-
dicates that 164 OR mRNAs are over-/under-expressed. Only ten—
Olfr446, Olfr538, Olfr544, Olfr574, Olfr720, Olfr868, Olfi1133,

following fold change values are obtained for Olfr110/111: — 72
+9 (cortex), — 167 =35 (hippocampus), —273 =3 (cerebellum),
and — 99 £ 18 (eyes) (Fig. 2b). Similar results are observed in M9
and M12 groups. However, at M4, Olfir110/11]1 mRNA expres-
sion is predominant in the cerebellum (Supplementary Fig. 1a).
Similarly, fold change values obtained for Olfi-544 are — 10 +2
(cortex), — 7 = 1 (hippocampus), —4 + 1 (cerebellum), and —9 =
2 (eyes) (Fig. 2c). Olfir544 mRNA cerebellar expression is the
highest in all age groups (Supplementary Fig. 1b).

Identification of Olfr110/111 and Olfr544
in HEK-Transfected Cells and Olfactory Epithelium

We first examined whether commercial OR antibodies selec-
tively recognize the appropriate OR with immunofluores-
cence detection, using specific OR-transfected HEK cells
(HEK-110, HEK-544) and olfactory mucosa sections as pos-
itive controls (Fig. 3). The cells transiently transfected with
individual OR genes, tagged with a Flag-epitope at the
N-terminus, were stained with both an anti-Flag antibody
and commercially available anti-OR antibodies. The rabbit
anti-Olfr110/111 and anti-Olfr544 antibodies specifically rec-
ognize their corresponding ORs, and these signals co-localize
with the Flag epitopes (Fig. 3a—c, e—g). Anti-OR antibodies
also detect appropriate olfactory receptor neurons with their
distinct dendritic knobs, dendrites, and cell bodies (Fig. 3d, h).
Altogether, these results demonstrate the selectivity of the
commercial anti-Olfr110/111 and anti-Olfr544 antibodies.

Olfr110/111 and Olfr544 Proteins Are Mainly
Expressed in Neurons

Immunohistology reveals the expression of Olfr110/111 and
Olfr544 in the cortex and hippocampus of WT (Supplementary
Figs. 2 and 3) and transgenic mice (Figs. 4 and 5, Supplementary
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Olfir1335, Olfrr1466, and Olfi] 500—are misexpressed in both brain areas.
Concordant and discordant results are observed when microarray data are
compared to qPCR data. Among the validated dysregulated transcripts,
Olfr544 stands out as a gene which is overexpressed at the same time
point, in both the hippocampus and the cortex of transgenic mice
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Fig. 2 Tissue- and time-dependent expression of mRNAs encoding for
Olfr110/111 and Olfr544. a Within the olfactory mucosa, expression of
Olfrr110/111 and Olfr544 mRNA remains stable over time, in both strains.
However, the transcript coding for Olfr544 is found in smaller quantities
than Olfr110/111, at every time point. b, ¢ In comparison with the
olfactory mucosa, Olfir110/111 and Olfir544 mRNAs are poorly expressed
in the central nervous system. A receptor-related expression profile is

Fig. 4). To determine which cell type express those ORs, we
double immunostained the sections with neuron-, astrocyte-, ol-
igodendrocyte-, microglia-, and endothelial-specific antibodies.

Neurons OIfr110/111 and Olfr544 are expressed in cortical
and hippocampal neurons of M9 5XxFAD mice (Fig. 4). More
specifically, both OR proteins are mostly produced by neurons
in the cortical layers V-VI and, to a lesser extent, in the super-
ficial cortical layers. Within the hippocampus, the most prom-
inent staining is observed in the CA1, CA3 layers, the hilus of
the dentate gyrus, and, more faintly, in the dentate gyrus. Both
OIfr110/111 and Olfr544 are weakly expressed in a few cor-
tical and hippocampal neurons of M9 WT mice
(Supplementary Fig. 2).
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observed: Olfi110/111 is more predominant in the cortex and the eye
(b) and Olfr544 in the cerebellum (¢). n=6 per group. **p <0.01
(Mann and Whitney non-parametric test). M4 4 months, M6 6 months,
M9 9 months, M12 12 months, Tg 5XFAD transgenic mice (striped), WT
wild-type mice (plain), Olfr110/111 and 110 olfactory receptors 110/111
(green), Olfr544 and 544 olfactory receptor 544 (pink)

Astrocytes Olfr110/111 and Olfr544 are weakly expressed in a
few cortical and hippocampal astrocytes of M9 WT mice
(Supplementary Fig. 3). In addition, in 5XFAD animals, a faint
staining is observed in cortical and hippocampal astrocytes, at
M4 and M6, while a stronger labeling is noticed in a few
intermediate filaments in M9 animals (Fig. 5a).

Oligodendrocytes A discrete staining of Olfr110/111 is ob-
served in a few oligodendrocyte filaments in the CA1 stratum
oriens of M9 5xFAD mice. At the same age, in the same
animal, no staining of Olfr544 is observed (Fig. 5b).

Microglia Olfr110/111 and OIfr544 are mainly expressed in
the cell bodies and proximal segments of microglia, in the
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Fig. 3 Validation of commercial antibodies raised against the two
olfactory receptors (OR). A heterologous OR expression system in a
cell line and the endogenous OR expression in the olfactory epithelium
(OE) were used. HEK 293T cells were transiently transfected with
cDNAs coding for Olfr110, Olfr544, and immuno-labeled using
antibodies against the N-terminal epitope-Flag (a, e) and each OR-

CA1 stratum oriens within the hippocampus of M9 5xFAD
mice (Fig. 5¢).

Endothelial Cells Olfr110/111 and Olfr544 are observed in the
hippocampal CA3 stratum radiatum of M9 5xFAD mice. The
receptors are localized in the lateral compartments, in close
proximity to the lumen, on one side, and the nervous paren-
chyma, on the other side (Fig. 5d).

With the two ORs being overexpressed in the brain of
Alzheimer-like mice, we wondered whether they are associat-
ed with -amyloid plaques. Then, we demonstrated that
OIfr110/111 and Olfr544 are expressed in cells located nearby
amyloid plaques, especially in the hippocampal CA1 stratum
oriens (Supplementary Fig. 5).

The Two ORs Are Expressed at the Membrane
and in Cells Producing Gaolf

In order to make certain that olfactory receptors are
inserted in the cell membrane, we used Alexa488-
conjugated wheat germ agglutinin (WGA), a specific
membrane marker. We observed a co-localization of
Olfr110/111 and Olfr544 with WGA, in the hippocam-
pal CAl pyramidal layer of M6 WT mice (Fig. 6a, b).

specific antibody (b, f). Olfr110 (b) and Olfr544 (f) antibody detect
Flag-Olfr110 and Flag-Olfr544-constructs in the transfected cells,
respectively. These results are confirmed using the anti-Flag antibody
(a, e and ¢, g for overlay). Both OR antibodies recognize specific
olfactory receptor neurons (d, h) in the olfactory epithelium (OE). Scale
bar=10 um

Similar results are observed in other hippocampal areas
and in cortical layers (Supplementary Fig. 6).

To further determine the potential functionality of the ORs,
we investigated whether the olfactory-related protein Golf is
also expressed in the brain. Gxolf is co-expressed with
Olfr110/111 or OIfr544, in the pyramidal layer of CAl of
M9 5xFAD mice (Fig. 6¢, d). A similar pattern is also noticed
in the dentate gyrus, cornu ammonis fields, and in the cortical
layers (Supplementary Fig. 7).

Time-Dependent Expression of mRNA Encoding
for OIfr110/111 and Olfr544

To assess the kinetic expression of the two ORs of interest, we
used transcript expression values at M4, as a reference (Fig.
7). Expression of Olfir110/111 and Olfr544 mRNAs varies,
according to the age, in the cortex and hippocampus of WT
and 5xFAD mice.

Cortical Olfr110/111 In WT animals (n = 6), the fold changes,
at M6, M9, and M12, are 1.7£0.3, 2.6 £0.5 (*p < 0.05), and
6.5+0.9 (**p <0.01), respectively. In transgenic mice (n = 6),
the fold changes are 7.4 +3.1 (**p<0.01), 12£1.8 (**p<
0.01), and 28.8 £4.4 (**p <0.01), respectively (Fig. 7a).
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Fig. 4 Neuronal expression of
Olfr110/111 and Olfr544. The
cortex and hippocampus of M9
transgenic mice were double-
immunostained with specific
antibodies for neurons (NeuN,
green) and the two studied a
receptors (magenta). Olfr110/111
is expressed by numerous
neurons (a, b), while Olfr544 is
produced by a smaller number of
neurons (¢, d). Scale bar=10 um

Hippocampal OIfr110/111 In WT animals, the fold changes
are 0.8+0.1 n=5),0.8+0.1 (n=06),and 2.1+0.3 (*p <0.05,
n = 6), respectively. In SXFAD animals (z = 6), the fold chang-
esare 1.7£0.5,5+ 1.2 (**p<0.01), and 7+ 1.8 (**p < 0.01),
respectively (Fig. 7b).

Cortical Olfr544 In WT mice (n = 6), the fold changes are 1.1
+0.2, 1.8+0.2 (**p<0.01), and 1.5+0.2, respectively. In
5xFAD mice (n = 6), the fold changes are 1.6+0.3, 1.9+£0.3
(*p <0.05), and 1.5+0.2 (Fig. 7c).

Hippocampal Olfr544 In WT animals (n = 6), the fold changes
are 1.4+0.2, 0.9+0.2, and 1.2+0.2, respectively. In trans-
genic mice, the fold changes are 0.7+0.1 (n=5), 1.3+0.2
(n=6), and 1.5+0.3 (n=06) (Fig. 7d).

A comparison between WT and 5xFAD groups re-
veals significant changes in the expression of the two
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ORs in transgenic mice (Supplementary Fig. 8).
Olfr110/111 mRNA is significantly overexpressed in
the cortex and hippocampus, whatever the age
(Supplementary Fig. 8a-b). Conversely, OIlfr544 tran-
script expression is unchanged in the hippocampus and
slightly increased in the cortex, at M6 (Supplementary
Fig. 8c-d).

Gaolf Is Overexpressed in the Cortex at M12

In the olfactory epithelium, olfactory receptors are associated
with a specific G-protein named Golf. To assess the putative
functionality of the brain ORs, we compared Gaolf expression
in brain areas, using data in the olfactory mucosa as a refer-
ence. In WT mice, at M6, the fold changes are —45+9 (cor-
tex), — 63 = 16 (hippocampus), — 19 + 0.7 (cerebellum), and —
327+26 (eyes) (Fig. 8a). From M4 to M12, the same
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Fig. 5 Expression of Olfr110/111 and Olfr544 in astrocytes,
oligodendrocytes, microglia, and endothelial cells. Brain sections of M9
transgenic mice were double-immunostained with specific antibodies for
Olfr110/111 or Olfr544 (magenta), astrocytes (a), oligodendrocytes (b),

expression pattern is observed despite varying fold changes
(Supplementary Fig. 1c).

Using transcript values at M4, we compared the kinetic
expression of Gaolf in the cortex and hippocampus of both
strains, at M6, M9, and M12.

Cortical Gaolf In WT animals (n = 6), the fold changes are 0.7
+0.2, 0.9+0.1, and 2.6 0.1 (**p <0.01), respectively. In
transgenic mice, the fold changes are 1 +0.2, 0.7 +0.02 (**p
<0.01), and 2.3£0.1 (**p <0.01), respectively (Fig. 8b).

Hippocampal Gaolf In WT animals, the fold changes are 0.5 +
0.1 (*p<0.05, n=5),0.8+0.2 (n=5), and 1.2+0.2 (n=6),
respectively. In SxXFAD mice (n = 6), the fold changes are 0.8
+0.1, 1 £0.2, and 1.6 £0.5, respectively (Fig. 8c).

Discussion

For the very first time, the current study describes extensively
the expression and location of two murine olfactory receptors
(ORs) within two brain areas, namely the hippocampus and
the adjacent somatosensory cortex. We observed that Olfr110/

OR Iba1

(2]
CA1 stratum oriens
LLLOLLMIO

YyGHI0

LLL/IOLLHIO

CA1 stratum radiatum

1422 (@)

and microglia (¢) and endothelial cells (d). Olfr110/111 is expressed by all
cell types but more predominantly by astrocytes and microglia. All cell
types except oligodendrocytes express Olfr544. Scale bar =10 pm

111 and OIfr544 are (i) mainly produced by neurons, (ii) lo-
cated in the cytoplasm and the cell membrane, and (iii) asso-
ciated with one of their usual olfactory partners, Gxolf. Their
expression varies throughout the animal’s life, whether it is a
wild-type or Alzheimer’s-like mouse (Fig. 9). In addition, the
OIfr110/111- and Olfr544-expressing cells are found nearby
amyloid plaques, suggesting a potential role in inflammation.

An Olfactory Machinery in a Non-olfactory Nervous
Tissue

The quality and specificity of many antibodies are often prob-
lematic. In order to assess the reliability of the selected anti-
bodies for the two ORs of interest, we performed a Western
blot using cell lines engineered to produce Olfr110/111 or
Olfr544. Reassuringly, we observed the right band at the right
molecular weight for both receptors (Supplementary Fig. 9).
A first set of immunostaining experiments revealed a
punctuated and sometimes clustered cellular staining,
exhibiting high similarities with those reported in previ-
ous studies [37, 38, 43].

As demonstrated by our dual WGA/Olfr immunostaining
experiments, the two olfactory ORs are detected in the cell
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Fig. 6 OIfr110/111 and Olfr544
are present at the cell membrane
and co-expressed with Gxolf.
Hippocampal sections of a M6
wild-type mouse (a) and M9
transgenic mouse (b) were a
double-immunostained with
specific antibodies for olfactory
receptors (magenta) (a—d) and
Goolf (green) (¢, d). For the
staining of the cell membrane, the
fluorescent WGA marker (a, b)
was used. Both receptors are
observed at the membrane (a, b)

CA1

and are co-expressed with Golf
(¢, d). Scale bar=1 pum (a) or b
10 um (b)

CA1

membrane. To further demonstrate their potential functionali-
ty, we assessed their co-expression with an olfaction-
associated molecule, the Gewolf protein. In the olfactory sys-
tem, ORs are coupled with Gowolf protein [44], required for
transducing an intracellular response after activation of the
receptor by a ligand. Previous studies indicated that the
mRNA encoding for the Guxolf protein is present in ner-
vous—cortex, basal ganglia, cerebellum, and eyes [36-38,
45-50]—and non-nervous—Ilungs, kidney, and pancreas
[17, 22, 23]—tissues. We confirm here a combined Olft/
Goolf expression in the cortex and hippocampus of
wild-type and transgenic mice. Such a finding suggests a true
functionality of the cerebral ORs. However, this does not pre-
clude the possibility that a non-canonical pathway mediates
OIlfr110/111 and Olfr544 signaling in the brain. For example,
OR52BI signaling is mediated by a G3y-protein complex
and involves the synthesis of inositol phosphate and diacyl-
glycerol in HCT116 cells [51]. A similar kinetic hippocampal
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expression of Gaolf is observed in both strains. However,
transgenic mice display a decreased cortical expression of
Gaolf at M9. This finding may reflect a global diminution
of several receptors, including ORs and others—adenosine
A2a receptor, dopamine D1 receptor, and adrenergic 32 re-
ceptor—which are known to be associated with Gxolf in the
striatum [52-54].

A Preferential Neuronal Expression

In their seminal article, Buck and Axel reported that, within
the nervous system, olfactory receptors (ORs) were exclusive-
ly expressed in the nasal cavity [1]. Their statement was based
on Northern blot experiments, a technique less sensitive than
those devised afterward, but it is now well established that
ectopic ORs are expressed within the rodent and human cen-
tral nervous system [32-38]. Using the qPCR technique, we
compared Olfr110/111 and Olfr544 mRNA production in four
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Fig. 7 Time-dependent expression of the transcripts coding for Olfr110/
111 (a, b) and Olfr544 (¢, d) in the cortex and hippocampus of WT and
5xFAD mice. In both the cortex and hippocampus of wild-type and
transgenic mice, OIfr110/111 expression tends to increase with age (a,
b) and the variation reaches statistical significance at M9 and M12. A
different profile is noticed for Olfi-544 (¢, d). Overexpression is observed

brain areas—cerebellum, cortex, hippocampus, and eye-
balls—from M6 mice. The latter tissue was selected because
the expression of multiple ORs in the mature human retina
was recently reported [S0]. Both receptors are relatively poor-
ly expressed when each nervous region is compared to the
reference tissue, namely the olfactory mucosa, although
Olfr544 is more prevalent than Olfr110/111. In addition, each
receptor displays a specific pattern: Olfi-110/111 is predomi-
nantly expressed in the cortex and the eye, while Olfi-544 is
highly produced by the cerebellum.

The brain includes five main cell families: astrocytes, en-
dothelial cells, microglia, neurons, and oligodendrocytes.
Using a specific antibody for each cell type, we drew a cate-
gory map for the hippocampus and the cortex. We observed
that Olfr110/111 and Olfr544 are strongly expressed by neu-
rons in both areas, according to the documented expression
within the referential tissue, the olfactory neuroepithelium
[55, 56], and other nervous tissues [15, 33, 37, 38, 57].
However, ORs are not exclusively found in neurons.

104

*k

Relative gene expression (24}Ct)

Relative gene expression (2{}CY)

M4 M6 M9 M2 Wi W6 Ms Wiz
WT Tg

only at M9 in the cortex of both strains. n = 6 per group. *p < 0.05; **p <

0.01 (Mann and Whitney non-parametric test). M4 4 months, M6

6 months, M9 9 months, M12 12 months, Tg 5xFAD transgenic mice

(striped), WT wild-type mice (plain), Olfr110/111 olfactory receptors
110/111 (green), Olfr544 olfactory receptor 544 (pink)

Olfr110/111 and Olfr544 are, less abundantly, produced by
some astrocytes and microglial cells, as already observed for
some OR-expressing glial cells in several areas of the human
brain [37]. Olfr110/111 is faintly expressed by a few oligo-
dendrocytes and endothelial cells, whereas Olfr544 is only
observed in endothelial cells.

An Age- and Pathology-Dependent Expression

Within the olfactory mucosa, Olfi110/111 transcript is more
strongly expressed than Olfi544. However, their production
remains steady, whatever the age considered. Conversely, the
kinetic expression of both ORs indicates an age-related dys-
regulation in wild-type animals.

As an example, we observed an increased expression of
Olfr110/111 mRNA in the cortex, at M9 and M12, and in
the hippocampus, at M12. These results are discordant with
a study reporting no age-related modified expression for
Olfr110/111 within the cortex. Nevertheless, this could be
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Fig. 8 Tissue- and time-dependent expression of the mRNA coding for
Goolf. In comparison with the olfactory mucosa, Gaolf is poorly
expressed in the eyes and, to a lesser extent, in the other examined
brain areas (a). Within the cortex, Gawolf is overexpressed at M12 in
both strains (b), while, in the hippocampus of wild-type mice, it is

related to sexual dimorphism, since the previous observations
were made in female mice [36].

A dysregulated expression of human OR genes has been
found in several neuropathologies such as Parkinson’s disease
[37], Alzheimer’s disease (AD), progressive supranuclear pal-
sy, Creutzfeldt-Jakob disease [36], and schizophrenia [39]. We
show here that AD pathology does not affect the nasal expres-
sion of the two ORs of interest. On the contrary, the produc-
tion of numerous ORs transcripts is dysregulated in the cortex
and hippocampus of transgenic mice modeling AD. These
results are partially in line with findings reported in the human
entorhinal and frontal cortices: six OR genes are either under-
or overexpressed, depending on the stage of the disease [36].
In addition, the current study demonstrates that the expression
of many OR transcripts also varies in the hippocampus, in line
with AD symptomatology.

In a study based on APP/PS1 transgenic mice, another
model of AD, it was shown that Olfi110 expression increases
from birth to M 12 [36]. Similarly, a transcriptomic experiment
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M4 Mé M9 M12
WT

under-expressed at M6 (¢). n=6 per group. *p <0.05; **p <0.01
(Mann and Whitney non-parametric test). M4 4 months, M6 6 months,
M9 9 months, M12 12 months, Tg 5xFAD transgenic mice (striped), WT
wild-type mice (plain)

on 5XxFAD mice reported a hippocampal overexpression of
Olfr110[58]. In line with these previous studies, we show here
that transgenic SXFAD mice exhibit an enhanced expression
of OIfr110/111 in the cortex, from M6 to M12, and in the
hippocampus, from M9 to M12. Altogether, these results in-
dicate that this OR may play a role in AD pathology. In con-
trast, the putative role of Olfrr544 is more uncertain since this
receptor is only overexpressed at M9 in the cortex of SXFAD
mice.

Fig. 9 Graphical summary. Time-, strain-, and cell type-dependent p
expression of Olfr110/111 and Olfr544 in the brain. a Overall, Olfi-110/
111 is more highly expressed in Alzheimer’s like mice and its
overexpression increases with age. No strain- and age-associated
change is observed for Olfr544. b Olfr110/111 and Olfr544 are mostly
expressed by neurons and to a lesser extent by astrocytes, microglia, and
endothelial cells. Only OIfr110/111 is expressed by oligodendrocytes,
during late adulthood in SXFAD mice. OR expression level in neural
cells is indicated using a red gradient, ranging from the lowest to the
highest
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Possible Role(s) as Immuno-modulators
and Mechano-sensors

We report here that the expression of cortical and hippocampal
Olfri10/111, and cortical Olfr544 mRNAs is increased in
5xFAD mice during the late stages of the pathology.
Moreover, both ORs are detected nearby amyloid plaques in
the brains of M9 5xFAD mice. Combined together, our results
suggest that Olfr110/111 and Olfr544 are potentially involved
in neuroinflammatory processes.

In support of this hypothesis, we can cite a study showing
an overexpression of Olfr/10 mRNA in cultivated,
lipopolysaccharide-activated microglia from ApoE knocked-
in mice, a model of tauopathy [59]. A presumed link between
both ORs and neuroinflammation is reinforced by data indi-
cating an age-associated development of an inflammatory re-
sponse in C57B1/6 mice and in human brains [60-63].

More generally, OR involvement in neuroinflammatory
processes is increasingly recognized. The activation of two
human ORs (OR1D2 and OR2AG1) expressed in airway
smooth muscle cells triggers inflammation and contraction
of these cells [17]. Similarly, after a sciatic nerve transection,
during a phase associated with the detection of stimuli, a dys-
regulated expression of several olfactory receptors (e.g.,
Olfir40, 463, 629, 728, 1108, and 1589) was observed [64].

Certain ORs are also known to trigger physiological re-
sponses without an agonist stimulation. Interestingly, it has
been demonstrated that heterologous expression of an OR
confers mechanosensitivity to its host cells, indicating that
certain ORs are both necessary and sufficient to cause me-
chanical responses, without any ligand stimulation [65].
Previous studies also report that the expression of G protein-
coupled receptors (GPCRs) can affect metabolism of the am-
yloid protein precursor (APP) [66]. For example, the expres-
sion, without stimulation, of serotonin receptor (5-HT4R) in-
duces APP cleavage, independently of cAMP production, as
5-HT4Rs physically interact with the mature form of
ADAMI10 [67]. This mechanosensitive function of the cere-
bral ORs may induce physiological responses to several me-
chanical stimuli (pressure, stress, membrane stretch).

Conclusion

Our study aimed to characterize the expression profiles of two
ORs in the murine brain, in physiological conditions and in a
neurodegenerative context. We demonstrate for the first time
the expression of Olfr110/111 and Olfr544 at the transcript
and protein levels, in the cortex and hippocampus, along with
Goolf protein. Olfr110/111 and Olfr544 are mainly expressed
not only by hippocampal and cortical neurons but also by
astrocytes, microglia, oligodendrocytes, and endothelial cells.
Moreover, Olfr110/111 and Olfr544 proteins are present at the
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cell membrane, likely associated with Gecolf, granting them a
potential functionality at the cerebral level. OR mRNA ex-
pression is also dysregulated in the 5XFAD transgenic model
of AD. The current report represents a new and stimulating
insight in the field of neuropathologies, particularly
Alzheimer’s disease. Further studies are required to shed light
on the cerebral roles and implications of Olfr110/111 and
Olfr544, with exciting possibilities and potential outcomes
for drug development.
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Supplementary Table 1. Deregulated expression of genes coding for olfactory receptors in
the cortex and hippocampus of SxXFAD mice, at M1, M4, M6 and M9. Overexpressed and
under-expressed transcripts in transgenic mice are indicated in red and green, respectively. Olfr:

Olfactory receptor; Gnal: Gaolf, Adcy3: Adenylyl cyclase 3. n=3 per group (pooled results).

Supplementary Figure 1. Tissue-dependent expression of mRNAs coding for Olfr110/111,
Olfr544 and Goolf protein. In comparison with the olfactory mucosa, Olfr110/111, Olfr544
and Gaolf transcripts are poorly expressed in the central nervous system. A receptor-related
expression profile is observed: Olfr110/111 is more predominant in the cortex and the eye at
M4, M9 and M12 (a) while Olfr544 is more abundantly expressed in the cerebellum, at M4,
M9 and M12 (b) and Gaolfis less expressed in the eye than in the cortex, the hippocampus and
the cerebellum, at M4, M9 and M12. n=6 per group. **, p<0,01 (Mann and Whitney non-
parametric test).

M4, 4 months; M9, 9 months; M12, 12 months;, WT, wild type mice. Olfr110/111, olfactory
receptors 110/111 (green), Olfr544, olfactory receptor 544 (pink); Gaolf, Gaolf protein gene

(dark pink).

Supplementary Figure 2. Neuronal expression of Olf110/111 and Olfr544. The cortex (a, ¢)
and hippocampus (b, d) of 9 month-old WT mice were double-immunostained with specific
antibodies for neurons (NeuN, green) and the two studied receptors (magenta). Olfr110/111 (a,

b) and Olfr544 (c, d) are weakly expressed by a small number of neurons. Scale bar = 10 um.

Supplementary Figure 3. Expression of Olf110/111 and Olfr544 in astrocytes. The cortex
(a, ¢) and hippocampus (b, d) of 9 month-old WT mice were double-immunostained with

specific antibodies for astrocytes (GFAP, green) and the two studied receptors (magenta).



Olfr110/111 (a, b) and Olfr544 (c, d) are weakly expressed by a few astrocytes. Scale bar = 10

um.

Supplementary Figure 4. Expression of Olfr110/111 and Olfr544 in the brains of 9 month-
old 5xFAD mice. OIfr110/111 (top, magenta) and Olfr544 (bottom, magenta) are observed in

the vicinity of amyloid plaques (green). Scale bar = 10 um.

Supplementary Figure 5. Olfr110/111 and Olfr544 are present at the cell membrane.
Hippocampal sections of 6 month-old WT mice were double-stained with specific antibodies
for Olfr110/111 (a, b, c¢) and Olfr544 (d, e, f) (magenta), and a fluorescent marker of the cell
membrane (WGA, Wheat Germ Agglutinin, green). Both receptors are observed at the cell
membrane, in the dentate gyrus (a, d), the CA3 filed (b, e) and the cortex (c, f). Scale bar = 5

pum.

Supplementary Figure 6. Olfr110/111 and Olfr544 are co-expressed with Goolf in the
hippocampus and cortex. Hippocampal sections of 9 month-old transgenic mice were double-
stained with specific antibodies for Olfr110/111 (a, b, c), Olfr544 (d, e, f) (magenta) and Gaolf
(green). Both receptors are co-expressed with Gaolf in the dentate gyrus (a, d), the CA3 filed

(b, e) and the cortex (c, f). Scale bar = 10 pm.

Supplementary Figure 7. Time- and area-dependent expression of the transcripts coding
for Olfr110/111 and Olfr544. In comparison with wild type animals, transgenic mice display
an increased expression of Olfr110/111, at all time points, in the cortex (a) and the hippocampus
(b). For Olfr544 (c, d), a dysregulated expression is observed only at M6, in the cortical area.

n=6 per group. *: p<0,05; **: p<0,01 (Mann and Whitney non-parametric test).
per g



M4, 4 months;, M6, 6 months;, M9, 9 months;, M12, 12 months; Tg, 5xFAD transgenic mice
(striped); WT, wild type mice (flat); Olfr110/111, olfactory receptors 110/111 (green),; Olfr544,

olfactory receptor 544 (pink).

Supplementary Figure 8. Western-blot analysis of the heterologous expression of Olfr110
and Olfr544 in HEK293T cells. The proteins extracted from HEK cells, transfected with either
Olfr110 or Olfr544 or pcDNA3.1 were submitted to an immunolabeling with antibodies raised
against Olfr110 or Olfr544. The anti-Olfr110 and anti-Olfr544 antibodies reveal a protein
weighing about 35 kDa. Both immunolabeled proteins are expressed in the transiently OR
transfected-HEK cells but no protein is detected in pcDNA3.1 transfected-HEK cells, as

expected.
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Article 2

Expression of the Cerebral Olfactory Receptors Olfr110/111 and OIfr544 Is Altered
During Aging and in Alzheimer’s Disease-Like Mice

Gaudel F., Stephan D., Landel V., Sicard G., Féron F.* & Guiraudie-Capraz G.*

Publié : Molecular Neurobiology.

1. Contexte et objectifs

Comme décrit dans l'introduction de ce manuscrit, des récepteurs olfactifs dits «ectopiques»
ont été retrouvés dans des tissus et organes non chimiosensoriels de rongeurs et d’humains.
Cette découverte a suscité un vif intérét et de nombreuses études ont permis de déterminer
que ces récepteurs y jouent une variété de roles. Par exemple, les récepteurs olfactifs
pancréatiques régulent la glycémie, ceux de la peau sont impliqués dans la prolifération
cellulaire et la régénération des monocouches kératinocytaires, et au niveau des
spermatozoides, des récepteurs olfactifs favorisent la motilité (Busse et al., 2014; Kang et al.,
2015b; Spehr, 2003) (Figure 21). Dans le systéme nerveux central, de nombreux génes
encodant les récepteurs olfactifs humains et murins sont exprimés (voir I'introduction ou pour
revue Ferrer et al, 2016). Au niveau protéique, seulement 4 récepteurs olfactifs (OR2A4,

OR2H2, OR6B2 et OR6K3) ont été identifiés dans le systeme nerveux humain au niveau des

86



cellules satellites des ganglions des racines dorsales et a celui des neurones du cortex
cérébral, du thalamus, du tronc cérébral et du cervelet (Flegel et al., 2015; Garcia-Esparcia et
al., 2013) (Figure 23 C-H et Tableau 2). Une seule étude a démontré a ces niveaux |'expression
protéique de deux de leurs partenaires canoniques de signalisation, Gaor et AC3 (Garcia-
Esparcia et al., 2013). De plus, une expression anormale des récepteurs olfactifs humains a
été observée dans plusieurs pathologies telles que les maladies d'Alzheimer, de Parkinson, de
Creutzfeldt-Jakob, la paralysie supranucléaire progressive et la schizophrénie (Ansoleaga et
al.,, 2013, 2015; Garcia-Esparcia et al., 2013) (Figure 25). Cependant, nous ne possédons
quasiment aucune information sur leur cinétique d'expression, les types cellulaires qui les

produisent et leurs fonctions physiologiques et physiopathologiques potentielles.

Ainsi, nous avons cherché a savoir ou et quand deux récepteurs olfactifs — OIfr110/111 et
OIfr544 - ainsi que leur partenaire canonique Gaorr, sont exprimés dans le cerveau au cours du

vieillissement chez des souris sauvages ou modeles de la maladie d'Alzheimer.

2. Méthodes

Pour cette étude, nous avons utilisé des souris sauvages et des souris transgéniques mimant
certains symptomes de la maladie d’Alzheimer (modeéle 5xFAD), 4gées de 4, 6, 9 et 12 mois.
Pour comparer I'expression des transcrits entre ces deux groupes d'animaux, une puce a ADN
a été réalisée dans un premier temps. Elle a révélé que I'expression de nombreux génes codant
pour les récepteurs olfactifs murins varie chez les souris transgéniques. Ces premiers
résultats ont été vérifiés a tous les ages en utilisant la technique d’amplification en chaine par
polymérase en temps réel (RT-qPCR), permettant d'isoler 2 génes d’intérét dont I'expression
varie au cours de la pathologie : OIfr110/111 et OIfr544. Ainsi, les cinétiques d'expression de
ces deux genes ainsi que celle du géne Gaoir ont été réalisées par RT-qPCR sur des échantillons

de muqueuse olfactive (controle positif), cortex, hippocampe, cervelet et ceil (controle négatif)
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des deux groupes de souris. Par la suite, 'expression protéique d’OIfr110/111 et Olfr544 a été
étudiée par immunohistochimie dans I'hippocampe et le cortex de souris sauvages et 5xFAD
agées de 4, 6 et 9 mois. J'ai utilisé des anticorps spécifiques de ces deux récepteurs olfactifs
en conjugaison avec des marqueurs des différents types cellulaires cérébraux (neurones,
astrocytes, oligodendrocytes, microglie, cellules endothéliales) afin de cartographier leur
expression cérébrale. La spécificité des anticorps anti-Olfr a été contrélée par western blot en
créant des lignées cellulaires HEK293 exprimant I'un ou I'autre des deux récepteurs possédant
un épitope FLAG et en effectuant des marquages immunohistochimiques dans la muqueuse
olfactive de jeunes souris. De plus, j'ai évalué la fonctionnalité potentielle de ces protéines,
tout d'abord en déterminant si elles sont exprimées a la membrane des cellules en utilisant les
anticorps spécifiques des récepteurs olfactifs en conjugaison d’'un marqueur membranaire, la
wheat-germ agglutinin (WGA). Par la suite, j'ai réalisé une seconde série de co-marquages en
combinant, cette fois, les anticorps des récepteurs olfactifs a celui de la protéine Gaorr. Enfin,
j'ai examiné des relations potentielles entre les marquages protéiques d'OIfr110/111 et les
plaques amyloides caractéristiques de la maladie d’Alzheimer et retrouvées chez les souris
5xFAD. Pour ce faire, j'ai encore une fois combiné les anticorps des récepteurs olfactifs au

marqueur 6E10, spécifique d’'un fragment du peptide AB composant ces plaques.

3. Résultats et conclusion

Cette étude visait donc a caractériser les profils d’expression génétique et protéique de deux
récepteurs olfactifs dans le cerveau de souris, dans des conditions physiologiques mais
également dans un contexte neurodégénératif. Ce travail, a notre connaissance, est le premier

a offrir une caractérisation aussi avancée de I'expression de récepteurs olfactifs cérébraux.

En utilisant les méthodes décrites ci-dessus, nous montrons pour la premiere fois que les

protéines des récepteurs olfactifs OIfr110/111 et Olfr544 sont principalement exprimées par
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les neurones et, bien que dans une moindre mesure, par les astrocytes, la microglie, les
oligodendrocytes (OIfr110/111 seulement) et les cellules endothéliales, dans les régions du
cortex et de I'hippocampe. Chez les souris 5xFAD, I'expression neuronale, astrocytaire et
microgliale des récepteurs olfactifs semble exacerbée. Nous avons également été en mesure
de déterminer que ces deux récepteurs olfactifs sont potentiellement fonctionnels au niveau
de ces cellules. Leurs protéines sont en effet présentes au niveau de la membrane cellulaire

et du cytoplasme, et co-exprimées avec la protéine Gaors.

L'étude de I'expression transcriptomique d’'OIlfr1710/111 et Olfr544 m'a aussi permis de
déterminer qu'ils sont exprimés, en plus du cortex et de I'hippocampe, au niveau du cervelet et
des yeux chez les souris sauvages et 5xFAD, bien que faiblement par rapport a leur expression
au sein de la muqueuse olfactive. A ce niveau I'expression d'Olfr110/111 est plus forte que
celle d’'0Olfr544 et inversement, I'expression d'Olfr544 rapportée a celle dans la muqueuse
olfactive est plus forte que celle d'Olfr1710/111 dans le cortex, 'hippocampe, le cervelet et les

yeux.

Par ailleurs, nous avons constaté que I'expression de 'ARNm codant pour Olfr110/111 tend a
augmenter avec |'age dans le cortex et I'hippocampe des souris sauvages et 5xFAD. En effet,
chez les souris sauvages, ce récepteur est surexprimé dés le 9™ mois de vie dans le cortex
et a 12 mois chez les souris sauvages. Ceci contredit la seule étude de cinétique d’expression
cérébrale d’'un récepteur olfactif, qui démontrait que I'expression du transcrit Olfr170 ne varie
pas avec I'age chez les souris sauvages (Ansoleaga et al., 2013) (Figure 25 A). De plus, nos
résultats montrent que I'expression d'Olfr110/111 est nettement altérée dans le cerveau des
souris modeles de la maladie d'Alzheimer. En effet, I'expression corticale et hippocampique
de ce récepteur est surélevée des 6 mois dans le cortex et 9 mois dans I'hippocampe. Les
résultats les plus frappants sont obtenus en comparant I'expression d'Olfr110/111 chez les
souris 5xFAD par rapport aux souris sauvages. Le transcrit de ce récepteur est en effet

significativement surexprimé a tous les ages (4, 6, 9 et 12 mois) chez les souris transgéniques.
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L'expression de ce transcrit atteint son niveau extréme a 9 mois chez les souris 5xFAD et est
12 fois (dans le cortex) et 50 fois (dans I'hippocampe) supérieure a I'expression d'0lfr110/111
observée dans les mémes régions cérébrales des souris sauvages. Un profil différent est
observé pour 0Ifr544. Son transcrit est en effet statistiquement surexprimé dans le cortex et
I'hnippocampe des deux groupes de souris agées de 9 mois. De plus, en comparant les groupes
d’animaux, une surexpression significative d'0Olfr544 a uniquement été observée dans le cortex
des souris 5XFAD agées de 6 mois. Cependant, une tendance a la surexpression de ce transcrit

a été observée dans les 3 autres tranches d'ages dans le cortex et a 9 mois dans I'hippocampe.

Enfin, I'utilisation du marqueur des plaques amyloides 6E10 chez la souris transgénique a
révélé I'expression protéique des deux récepteurs olfactifs a proximité des plaques amyloides.
Ce marquage des récepteurs olfactifs était localisé sur des petites cellules présentant des
prolongements fins et ressemblant fortement a des cellules microgliales. Ceci indique donc
que les récepteurs olfactifs, comme nous I'avons démontré probablement fonctionnels au
niveau cérébral, pourraient étre impliqués dans le contexte inflammatoire de la maladie
d’Alzheimer. Les cellules microgliales sont en effet connues comme représentant la principale
forme de défense immunitaire résidente du cerveau, et sont trés sensibles a toute altération
de 'homéostasie cérébrale. Dans ce contexte neurodégénératif d'accumulation extracellulaire
des plaques amyloides, les récepteurs olfactifs microgliaux pourraient participer a la
chimiotaxie de ces cellules en les guidant vers les sites saturés de peptides AR agglomérés.
Une fois sur place, les cellules microgliales pourraient phagocyter ces dépots pour tenter de

rétablir 'Thoméostasie du tissu cérébral.

Ceci n’est cependant qu'une hypothése et des études supplémentaires seront nécessaires afin
d’établir avec précision le role des récepteurs olfactifs cérébraux en conditions physiologiques
et physiopathologiques. Dans l'ensemble, ces résultats pionniers fournissent des preuves
excitantes que ces récepteurs pourraient jouer des roles importants dans le fonctionnement

du cerveau, dans des conditions normales et pathologiques. Les récepteurs olfactifs
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constituent en effet la moitié de la superfamille des RCPG chez 'homme, superfamille dont
I'activité est d'ores et déja modulée par plus de 30% des médicaments sur le marché. On
pourrait imaginer, sur le long terme, la possibilité d'un ciblage thérapeutique de I'activité des
récepteurs olfactifs cérébraux pour le traitement de la maladie d’Alzheimer, mais également
de celles de nombreuses autres maladies neurodégénératives, si les études futures

confirment nos hypothéses sur le role crucial de ces récepteurs au niveau du systéme nerveux.
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The brain smells and tastes the self -
Lessons from the Allen Brain Atlas

Gaudel F., Vergez A., Guiraudie-Capraz G. #* & Féron F.*

Aix Marseille Univ, CNRS, INP, Inst Neurophysiopathol, Marseille, France
#Féron F. and Guiraudie-Capraz G. supervised equally this work.
*Corresponding author. Tel.: + 33 (0) 4 91 69 89 10; fax: + 33 (0) 4 91 25 89 70.
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Animals strongly rely on chemical senses to uncover the outside world and adjust
their behaviour. Chemical signals are perceived by facial sensitive chemosensors that
can be clustered into three families, namely the gustatory (TASR), olfactory (OR,
TAAR), and pheromonal (VNR, FPR) receptors. Over the recent decades,
chemoreceptors were identified in non-facial parts of the body, including the brain. In
order to map chemoreceptors within the encephalon, we performed a study based on
data from the Allen Brain Atlas. We analysed, in 13 brain areas of healthy and
demented human brains, the expression of members from the three chemoreceptor
families and their canonical partners. We observed that the transcripts of all
chemoreceptor families are expressed in the central nervous system, particularly in
the limbic system. Their canonical transduction partners (G proteins, ion channels)
are also expressed in all studied brain areas, reinforcing the suggestion that cerebral
chemoreceptors are functional. In addition, we noticed that i) the brain displays a
preference for bitterness and is equipped to sense trace amine and pheromonal cues
and ii) chemoreceptor expression varies with age but not dementia or brain trauma.
Extensive studies are now required to further understand how the brain makes sense
of endogenous chemicals.

Chemical senses, first on the scene during evolution, play a key role in major functions. They
are essential for finding food, identifying poisons, detecting mates, offspring and predators,
recognizing territories, avoiding danger and triggering the appropriate responses’ .
Canonically, a molecule or a cocktail of molecules bind to chemoreceptors (CRs) located in
the nasal and oral areas, and induce chemical and electrical signals that are decoded by the
central nervous system. However, the academic view of chemical senses, making only sense
of the external world, has been broadened by the discovery of ectopic CRs at the turn of the
21%t century (for a recent review, '2). In other words, chemical senses are exteroceptive as well
as interoceptive senses: they taste and smell the non-self and the self.



Taste and olfactory receptors have been found in nearly every assessed organ. In most cases,
these ectopic receptors do not exert any function in interoception, defined as the sense of the
internal state of the body'®', since the tissue that is hosting them is not connected to the
nervous system. However, they are involved in physiological functions, as demonstrated in a
few recent examples. Bitter taste receptors have been identified in human and mouse airway
smooth muscles. They reduce airway obstruction in a mouse model of asthma by producing
smooth muscle relaxation when activated'. Identified specific olfactory receptors play a part
in spermatozoid mobility'®, skin repair'”'® and may work as sentinels in the lungs and the
gastrointestinal tract’®?°. It seems that the gut “tastes” parasites before initiating immune
responses?’ and kidneys “smell” fatty acids and respond by regulating blood pressure??.
Expectedly, chemoreceptors are also observed in the central nervous system (for a recent
review, 224). For example, 6 taste receptors and 12 olfactory receptors are observed in the
human frontal cortex and their expression is modulated during neurodegenerative diseases,
such as, Alzheimer's disease, progressive supranuclear palsy, Creutzfeldt-Jakob disease,
Parkinson’s disease or schizophrenia, thus suggesting a role for these chemoreceptors in
neuropathologies?>~28. Very recently, our team also reported that the expression of two
olfactory receptors - Olfr110/111 and OlIfr544 - is markedly impaired in the brain (cortex,
hippocampus) of a mouse model of Alzheimer's disease?®. Nonetheless, no study has ever
exhaustively mapped chemoreceptors within the encephalon.

Taking advantage of the freely accessible Allen brain atlas (http://www.brain-map.org),
provided by the Allen Institute, we decided to use the transcriptome data, obtained via cDNA
microarray and RNA sequencing, to chart human cerebral chemoreceptors. For that purpose,
we assessed the expression of taste receptors (TAS1R, TAS2R), pheromone-associated
receptors (VNRs, FPRs), pheromone- and odour-associated receptors (TAARs) and olfactory
receptors (ORs) as well as their canonical partners (G proteins, ion channels and elements of
the transduction pathway) in 13 cerebral areas.



Olfactory receptors

Class | Cerebral areas References
OR51A4

ORS1AT

OR51E1  EC, PFC, FC, SN, Cb 25-28
OR52B6

OR52ES8

OR52H1  EC, PFC,FC, Cb 27

ORS52K1 Homolog of Olfr544, found in cortex and hippocampus 29

OR52K2 Homolog of Olfr544, found in cortex and hippocampus 29

OR52L1 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-28
OR52M1  EC, PFC, FC, Cb 27

Class Il Cerebral areas References
OR2D2 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-28
OR2L13  EC, PFC, FC, SN, Cb 25-28
OR2TH EC, PFC, FC, Cb 27

OR2T33 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-28
OR4F4 EC, PFC, FC, SN, Cb 26-28
OR5V1 Homolog of Olfr110/111, found in cortex and hippocampus 26,29
OR6F1 EC, PFC,FC, Cb 27

OR10A2

OR10G8 EC, PFC, FC, SN, Cb 26-28
OR11H1  EC, PFC,FC, SN, Cb 25-26,28
Taste receptors

Type 1 Cerebral areas References
TAS1R1

TAS1R2

TAS1R3

Type 2 Cerebral areas References
TAS2R1

TAS2R4 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-26,28
TAS2R5 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-26,28
TAS2R10 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-26,28
TAS2R13 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-26,28
TAS2R14 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-26,28
TAS2R31

TAS2R38

TAS2R45

TAS2R50 EC, PFC, FC, SN, Cb 25-26,28

Table 1. Selection of the olfactory receptors (OR) and taste receptors (TASR) genes
used in the study. The human OR family includes 396 members, clustered into class |, “fish-
like”, and class Il, “tetrapod-like”, while TASR family is sub-divided into “sweet” type 1 (TAS1R,
3 members), and “sour” type 2 (TAS2R, 25 members). Large families were restricted to 10
genes. EC: entorhinal cortex, PFC: prefrontal cortex, FC: frontal cortex, SN: substantia nigra, Cb:

cerebellum.
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Figure 1. Areas of the human brain included in the study. Visual representation of the
human brain with arrows indicating the main areas (top). Table detailing the subs-structures
included in each main zone (bottom).

Results

Human facial chemoreceptor transcripts are expressed in the brain. The human face
harbours numerous olfactory receptor-associated genes — 396 coding genes and 425
pseudogenes — a smaller number of taste receptor-associated genes — 28 coding genes and
11 pseudogenes — a few number of trace amine-associated receptors — 6 coding genes and
3 pseudogenes - and a variety of pheromone receptor-associated genes — 7 coding genes and
200 pseudogenes. The Allen Brain transcriptome reveals that most of the chemoreceptor-
related coding genes are expressed in the human brain. Figure 2 summarises the main
findings: 95% (376/396) of ORs genes and 100% of TASRs, TAARs, VNRs and FPRs genes are
observed. Conversely, the human brain excludes most if not all chemoreceptor-linked
pseudogenes: only 2% of ORs and 1% of VNRs pseudogenes are detected in the central
nervous system.
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Figure 2. Genome versus transcriptome comparison of human chemoreceptors (CRs).
The number of genes and pseudogenes expressed in the whole genome (left pie charts) was
compared to those found to be transcribed (right pie charts), for all CR families: olfactory
receptors (a, green), taste receptors (b, blue), trace amine-associated receptors (c, purple),
vomeronasal receptors (d, red), and formyl peptide receptors (e, brown), The coloured areas
correspond to coding genes and dark grey areas to pseudogenes. The census of genes
expressed in the brain transcriptome was carried out using data from all 5 subjects available
in the Allen brain atlas.
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The limbic system smells the self. Both families of ORs - class | “fish-like” and class Il
“tetrapod-like” — are expressed with an average log2 expression of 1.99 + 0.04 and 2.46 + 0.04,
respectively (Figure 3a, b, h). On average, class |l ORs are significantly more expressed than
class | ORs (**** p<0.0001) (Supplementary Figure 1). Altogether, ORs are predominantly
expressed in the limbic system, namely amygdala, basal forebrain, basal ganglia, limbic cortex,
and hypothalamus. For the 10 selected class | ORs, their mean expression varies according to
the brain area, as follows: amygdala (2.32 + 0.17), hypothalamus (2.16 + 0.13), basal forebrain



(2.13 + 0.14), limbic cortex (2.05 + 0.27), basal ganglia (2.01 + 0.21), frontal cortex (1.96 +
0.29), temporal cortex (1.95 + 0.30), parietal cortex (1.94 + 0.30), occipital cortex (1.91 + 0.29,
mesencephalon (1.91 + 0.22), thalamus (1.86 + 0.19), myelencephalon (1.83 * 0.25),
metencephalon (1.82 + 0.22) (Figure 3a).

Similarly, for the 10 selected class Il ORs, the following mean expression is observed:
amygdala (2.72 + 0.24), basal forebrain (2.63 * 0.27), hypothalamus (2.60 *+ 0.26), basal
ganglia (2.52 + 0.27), myelencephalon (2.49 + 0.35), limbic cortex (2.48 + 0.31), thalamus (2.45
+ 0.34), metencephalon (2.42 + 0.34), occipital cortex (2.41 + 0.35), parietal cortex (2.34 £ 0.32),
mesencephalon (2.34 + 0.33), temporal cortex (2.34 + 0.31), frontal cortex (2.28 + 0.32) (Figure
3b).

Within these two subfamilies of ORs, OR52K2 (3.82 + 0.17) and OR2L13 (4.56 + 0.09)
stand out as the most expressed class | and class Il transcripts in all studied areas,
respectively (Figure 3h). Of note, within the amygdala, the strongest expression is associated
to ORT0A2. (Supplementary Figure 2).

The limbic system tastes the self, with a preference for bitterness. Both type 1
(sweet- and umami-sensing) and type 2 (bitter-sensing) taste receptors are expressed in the
human brain, with a mean expression of 2.16 + 0.05 and 4.28 + 0.05, respectively (Figure 3c, d,
h). As shown on Supplementary Figure 1, TAS2 receptors are significantly more expressed
than TAS1 receptors (****, p < 0.0001).

TASRs are predominantly expressed in the limbic system. The mean expression of TAS1
receptors varies according to the brain area, as follows: basal forebrain (2.50 + 0.44),
amygdala (2.42 + 0.41), hypothalamus (2.39 + 0.41), basal ganglia (2.25 + 0.55),
mesencephalon (2.21 + 0.54), metencephalon (2.13 + 0.45), limbic cortex (2.11 + 0.47), frontal
cortex (2.04 + 0.40), parietal cortex (2.04 + 0.44), occipital cortex (2.03 + 0.39), temporal cortex
(2.01 + 0.44), myelencephalon (1.99 + 0.46), and thalamus (1.94 + 0.36) (Figure 3c). For the
TAS2 receptors, the following mean expression is noticed: basal ganglia (4.53 + 0.55),
amygdala (4.49 + 0.51), myelencephalon (4.46 + 0.62), basal forebrain (4.45 + 0.52),
mesencephalon (4.39 + 0.60), occipital cortex (4.36 + 0.57), metencephalon (4.30 + 0.59),
hypothalamus (4.21 + 0.50), thalamus (4.20 + 0.56), parietal cortex (4.18 + 0.53), limbic cortex
(4.13 £ 0.54), temporal cortex (3.96 + 0.51), and frontal cortex (3.95 + 0.52) (Figure 3d).

In addition, two genes coding for ion channels — ASIC2 and KCNK3 (also known as TASK-
1) — are associated to sour perception. Both transcripts are observed in the human brain with
an average expression of 5.62 + 0.16 (ASIC2 6.55 + 0.21, KCNK3 4.69 * 0.23) (Supplementary
Figure 3a). Unlike other taste receptors, they are predominantly expressed in the cortex and
the myel-, met- and mes-encephalon: frontal cortex (6.03 + 1.10), temporal cortex (5.97 £ 1.12),
myelencephalon (5.95 + 0.69), metencephalon (5.83 * 0.08), parietal cortex (5.80 + 1.09),
mesencephalon (5.75 + 0.78), hypothalamus (5.76 + 1.02), limbic cortex (5.61 + 1.38), basal
forebrain (5.55 + 1.28), thalamus (5.53 * 0.49), occipital cortex (5.43 + 1.09), amygdala (5.15
+1.08), and basal ganglia (4.74 + 0.89) (Supplementary Figure 3b).

Within the first two taste receptor families, TASTR7 and TAS2R174 stand out as the most
expressed transcripts (2.97 + 0.07 and 6.66 + 0.07, respectively), when averaging all studied
areas, while TAS2R31 displays the highest expression in the basal forebrain and hypothalamus
(Figure 3h, Supplementary Figure 4). Among the sour-associated genes, ASIC2 reaches an
acme with a mean log2 expression of 6.55 + 0.21 in the whole brain (Supplementary Figure 3).
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Figure 3. Regionalised mean expression of chemoreceptors in a human brain

collected from a 31-year-old Caucasian subject. a-g, log2 expression for class | (a, blue)
and class Il (b, orange) olfactory receptors, type 1 (c, pink), and type 2 (d, green) taste receptors,
trace amine-associated receptors (e, purple), vomeronasal receptors (f, red), and formyl
peptide receptors (g, brown). The maximum and minimum expression levels are indicated in
the bottom left panel for each family representation. h, histogram showing the average
expression for each family in the whole brain (n=13 main areas). The most expressed
members for each family is indicated inside each bar. 1 symbol: p<0.05, 2 symbols: p<0.01, 3
symbols: p<0.001, 4 symbols p<0.0001 (Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple
comparisons post hoc test).



The human brain is capable of sensing trace amines and pheromonal cues.

Trace amine and pheromonal cues sensation is mediated via three CR families — TAARs,
VNRs, and FPRs - that are all present in the human brain, with an average log2 expression of
2.52 £ 0.06, 2.26 + 0.04, and 2.85 + 0.05, respectively. Their cerebral area-related distribution
is as follows:

TAAR: amygdala (3.02 + 0.49), basal forebrain (2.72 + 0.43), hypothalamus (2.66 * 0.43),
basal ganglia (2.64 + 0.44), mesencephalon (2.52 + 0.54), myelencephalon (2.52 + 0.49), limbic
cortex (2.47 + 0.47), metencephalon (2.43 + 0.45), occipital cortex (2.39 = 0.41), thalamus
(2.38 £ 0.46), temporal cortex (2.38 + 0.44), parietal cortex (2.34 + 0.42), and frontal cortex
(2.27 £ 0.417) (Figure 3e).

VNR: amygdala (2.50 * 0.57), basal forebrain (2.48 + 0.61), basal ganglia (2.36 + 0.70),
hypothalamus (2.31 + 0.54), metencephalon (2.29 + 0.56), limbic cortex (2.25 + 0.68), occipital
cortex (2.24 + 0.78), myelencephalon (2.23 + 0.59), parietal cortex (2.18 + 0.78), frontal cortex
(2.17 £0.74), thalamus (2.16 + 0.55), temporal cortex (2.16 + 0.76), and mesencephalon (2.07
+0.53) (Figure 3f).

FPR: hypothalamus (3.15 + 0.90), basal forebrain (3.07 + 0.98), amygdala (3.06 + 0.73),
mesencephalon (2.97 + 1.16), basal ganglia (2.29 + 0.85), myelencephalon (2.92 + 1.16),
metencephalon (2.83 + 1.07), limbic cortex (2.79 + 0.90), thalamus (2.77 + 1.07), temporal
cortex (2.68 + 0.79), parietal cortex (2.60 * 0.79), occipital cortex (2.64 + 0.80), and frontal
cortex (2.57 + 0.73) (Figure 3g).

Within these three trace amine- and pheromone-associated receptor families, TAARS5,
VNTR1 and FPR1 stand out as the most expressed transcripts with a mean log2 score of 4.03
+0.06,4.18 £ 0.09, and 4.65 * 0.12, respectively (Figure 3h).

Canonical chemoreceptor partners are expressed in the brain. With the exception of
sour perception-associated ion channels, all CRs belong to the G Protein-Coupled Receptor
(GPCR) superfamily which couples with Gas, Gaq and Gai/o G Protein families. Gaq family is
the most widely expressed with an average log2 score of 7.30 + 0.05, followed by the Gai/o
(6.88 +0.05) and Gaq (5.97 + 0.12) families (Figure 4g). Their cerebral area-related distribution
is as follows:

Gas: amygdala (6.67 + 2.19), basal forebrain (6.54 + 2.20), hypothalamus (6.38 + 2.35),
myelencephalon (6.25 + 2.42), mesencephalon (6.15 = 2.43), basal ganglia (6.14 + 2.24),
metencephalon (5.97 + 2.30), thalamus (5.85 + 2.22), limbic cortex (5.67 + 2.05), occipital
cortex (5.55 * 1.96), parietal cortex (5.50 *+ 1.96), frontal cortex (5.46 + 1.85), and temporal
cortex (5.44 + 1.92) (Figure 4a).

Gag: amygdala (7.58 + 0.21), limbic cortex (7.51 + 0.39), mesencephalon (7.41 + 0.25),
metencephalon (7.39 + 0.42), myelencephalon (7.38 + 0.27), basal ganglia (7.35 + 0.29),
parietal cortex (7.28 + 0.68), thalamus (7.28 * 0.36), basal forebrain (7.26 + 0.10), occipital
cortex (7.26 + 0.69), frontal cortex (7.17 + 0.67), temporal cortex (7.14 + 0.63), and
hypothalamus (6.92 + 0.21) (Figure 4b).

Gai/o: mesencephalon (7.21 + 0.43), metencephalon (7.16 + 0.44), myelencephalon
(7.14 £ 0.43), parietal cortex (6.95 + 0.39), basal ganglia (6.87 + 0.35), thalamus (6.85 + 0.39),
basal forebrain (6.84 + 0.44), frontal cortex (6.84 * 0.41), temporal cortex (6.82 + 0.39),



occipital cortex (6.79 + 0.41), limbic cortex (6.66 * 0.46), hypothalamus (6.73 * 0.46), and
amygdala (6.56 + 0.42) (Figure 4c).

Within each G protein family, GNAS, GNAQ, and GNAT71 are the most expressed
transcripts, reaching a log2 score of 8.64 + 0.19, 7.58 + 0.11, and 8.06 + 0.07, respectively
(Figure 4g). However, GNAL is predominantly expressed in the amygdala, basal ganglia and
thalamus while GNA17 expression is salient in the amygdala, basal forebrain, basal ganglia
and hypothalamus (Supplementary Figures 5 and 6).

Canonical chemoreception transducers are expressed in the brain. TRP and CNG
channels display an average log2 expression of 4.59 + 0.09 and 1.77 + 0.06 (Figure 4g). Their
cerebral area-related distribution is as follows:

TRP: metencephalon (5.11 £ 1.29), myelencephalon (5.05 + 1.27), mesencephalon (5.05
+ 1.22), thalamus (4.84 + 1.20), hypothalamus (4.63 * 2.31), basal forebrain (4.46 + 2.23),
temporal cortex (4.41 * 1.24), frontal cortex (4.39 * 1.25), parietal cortex (4.36 + 1.23),
amygdala (4.36 + 2.18), occipital cortex (4.36 * 1.26), limbic cortex (4.34 + 1.25), and basal
ganglia (4.27 + 2.14) (Figure 4d).

CNG: amygdala (2.26 * 1.60), basal forebrain (2.01 + 1.42), hypothalamus (1.89 + 1.34),
occipital cortex (1.87 + 1.32), temporal cortex (1.77 + 1.25), frontal cortex (1.77 + 1.25), basal
ganglia (1.72 + 1.22), parietal cortex (1.72 + 1.22), limbic cortex (1.70 + 1.20), metencephalon
(1.60 £ 1.13), mesencephalon (1.56 + 1.10), myelencephalon (1.55 + 1.10), and thalamus (1.53
+ 1.08) (Figure 4e). TRPC1 and CNGA2 are the most expressed transcripts, reaching a log2
score of 8.39 +0.07 and 1.54 + 0.05 (Figure 4g).

A privileged partner of the olfactory transduction pathway (olfactory marker protein,
OMP) is expressed in the human brain: its average log2 expression was found to be 1.89 +
0.04. Its cerebral distribution is as follows, from the highest to the lowest expression:
hypothalamus (2.12 + 0.08), myelencephalon (2.04 + 0.44), basal forebrain (2.03 + 0.12),
parietal cortex (2.01 + 0.13), basal ganglia (1.99 + 0.12), amygdala (1.92 + 0.16), temporal
cortex (1.85 + 0.04), limbic cortex (1.82 + 0.07), frontal cortex (1.81 + 0.06), mesencephalon
(1.76 £ 0.14), occipital cortex (1.75 + 0.04), metencephalon (1.74 + 0.12), and thalamus (1.68
+0.09) (Figure 4f, g).
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Figure 4. Regionalised mean expression of chemoreceptor-associated partners in a
human brain collected from a 31-year-old Caucasian subject. a-f, log2 expression for
Gas (a, red), Gag (b, pink), Gai/o (c, light blue), transient receptor potential channels (d, green),
cyclic nucleotide-gated channels (e, dark blue), and olfactory marker protein (f, brown). The
maximum and minimum expression levels are indicated in the bottom left panel for each
family. g, Mean expression for each family in the whole brain (n=13 main areas). The most
expressed members for each family is indicated inside each bar. 1 symbol: p<0.05, 2 symbols:
p<0.01, 3 symbols: p<0.001, 4 symbols p<0.0001 (Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
multiple comparisons post hoc test).
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Expression of chemoreceptors varies with age but not brain diseases.

Our study is principally based on the brain of a 31-year-old male Caucasian. However, to
assess the extent of inter-individual variations, we compared the cerebral expression of two
chemoreceptors in 5 donors of different ages and ethnic backgrounds. Figure 5 indicates a
relatively stable regional expression of OR2L13, the most produced class Il OR transcript.
Overall, OR2L13 expression reaches a zenith in cortices — frontal, parietal, occipital — and a
nadir in amygdala, basal forebrain and hypothalamus (Figure 5, top). Conversely, the regional
expression of TAS2R14, the most expressed TAS2R, varies greatly between donors (Figure 5,
bottom). Apropos of age, variations are also observed. The overall cerebral expression of
OR2L13-3.70 £ 0.16 (24 years), 4.56 + 0.09 (31 years), 3.25 + 0.09 (39 years), 4.11 + 0.10 (55
years), 3.29 + 0.10 (57 years) — and TAS2R14 — 6.13 £ 0.11 (24 years), 6.66 + 0.08 (31 years),
6.04 + 0.06 (39 years), 6.42 + 0.05 (55 years), 6.14 + 0.08 (57 years) - indicates that both
chemoreceptors mRNA are produced in lower quantity in the eldest donor. However, this
finding cannot be fully associated to a more advanced age since a low expression is also
noticed in the 39 year-old brain.

The Allen brain database also includes transcript values from individuals with dementia
(n = 50) and/or traumatic brain injury (n = 50). Statistically significant differences in transcript
expression were observed when pathological or traumatized brains were compared to control
individuals. However, no chemoreceptor RNA was found to be significantly deregulated.

24 years 31 years 39 years 55 years 57 years

31 years 57 years

TAS2R14

Figure 5. Inter-individual variation in transcript expression. Five subjects of various ages were
compared. OR2L13, one of the most expressed class Il ORs in the human brain, is over-
expressed in the frontal, parietal and occipital cortices and under-expressed in regions of the
limbic system such as the amygdala, basal ganglia, or hypothalamus, in all subjects (top). In
contrast, the expression pattern of TAS2R14 varies a lot between subjects (bottom). Maximum
and minimum expression values are indicated in the bottom left panel for each representation.
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Discussion

To the best of our knowledge, the current study is the first to comprehensively assess and
quantitate the transcript expression of all known CR families in the human brain. The cross
examination of the Allen brain atlas data leads to the following conclusions: i) most if not all
genes coding for CRs - TASRs, TAARs, VNRs, FPRs - are expressed in the central nervous
system, although at a rather low level, ii) class | and class Il ORs, type 1 and type 2 TASRs,
TAARs and VNRs are mostly expressed in the limbic system, iii) canonical CR-associated
partners and transducer genes are transcribed in the brain, iv) inter-individual variations are
observed for some CRs, but no significant difference in CR expression is found when
demented or traumatized brains are compared to control individuals.

Previous studies indicate that some CRs are expressed in the central nervous system.
For example, several ORs and TASRs transcripts are expressed in the human entorhinal, frontal,
prefrontal cortices as well as substantia nigra and cerebellum?®~28, With respect to trace amine
and pheromone receptors, TAART is involved in the regulation of dopaminergic
neurotransmission in rodents and primates (for review, see *3), while human astrocytes and
microglial cells express FPR1 and FPR234. Nonetheless, we show here for the first time that
95% of OR transcripts (376 out of 396) and 100% of other chemoreceptor mRNAs — TASRs,
TAARs, VNRs, and FPRs — are expressed in all studied human brain areas. Interestingly, even
a few OR and VNR pseudogenes are transcribed in the human brain (respectively 10 and 2, out
of 425 and 200 in the whole human genome), a finding in line with two previous studies3®53.
Although they are unable to produce fully functional proteins, pseudogenes can play diverse
roles. Pseudogene-bound transcripts regulate the expression of their non-pseudogenic
counterparts in human cancer cells®” and, in Drosophila, pseudogene-derived ORs were found
to be bound to proteins with a tissue-dependent expression®. It can be surmised that the 10
OR and 2 VNR pseudogenes transcribed in the human brain play a regulatory role in gene
expression. Nevertheless, further studies are required to determine whether these
pseudogene-derived CR transcripts are translated into functional proteins.

Overall, ectopic CR transcripts are poorly expressed®. More specifically, as reported in
one of our previous studies, cerebral mMRNAs coding for two ORs display a multifold diminished
expression when compared to those produced in the olfactory mucosa?®. The current study
confirms and extends this finding. However, mean global values could be misleading since the
distribution of the various neural cell types varies considerably from one tissue to another. For
instance, we showed that OIfr110/111 and OIfr544 are mostly expressed by cerebral neurons
that are outnumbered by glial cells, a feature not observed in the nasal cavity?. Similarly, the
TAAR family, which plays an important role in cerebral physiology and pathology*’, is
expressed by a minority of neural cells, as demonstrated for TAART4'. In other words, a more
detailed study on cell type-associated expression is required to further assess the roles of
cerebral CRs.

None of the brain areas under investigation in the current study is devoid of CR
transcripts. However, their expression is most prominent in the limbic system and the
brainstem. This finding does not come up as a major surprise since chemical senses,
appearing before physical senses during evolution, are strongly associated to the primal and
paleo-mammalian brains. The olfactory mucosa, which harbours olfactory and pheromone
receptors, is linked to the limbic system via the olfactory bulb and the piriform cortex*?. The
tongue and its taste buds convey chemical information to the nucleus of the solitary tract of
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the brainstem and then the amygdala, thalamus and hypothalamus, through the cranial nerves
VII, IX, X*2. Olfaction and taste are of major importance to lead behaviour and survival functions.
Therefore, it is tempting to assume that cerebral CRs play a role in self-preservation and
several limbic system-associated functions, namely memory and regulation of autonomic and
endocrine metabolisms, in response to emotional stimuli.

In support of this close association between brain CRs and limbic system, it can be
noticed that the pattern of expression of Gas - canonically involved, via Gaolf, in the OR and
TAAR signalling cascades**** - is very close to CR mapping. This almost perfect juxtaposition
between CRs and Gas is however not true for all the second messengers. For example, FPRs
and VNRs are known to be associated to the Gai/o family*>~#’, but they are more consistently
expressed in mesencephalic structures and the hindbrain (metencephalon, myelencephalon)
than in the limbic system. Likewise, the expression of TRPs and other G proteins is ubiquitous,
an unsurprising finding since these effectors are associated to many receptors not linked to
chemoperception. In respect of functionality, it can be noticed that the coupling of CRs to G
proteins varies and, in vitro, ORs can be coupled with Gas, Gaolf and Ga15/16 proteins®. In
sensory olfactory neurons, the OR-Gaolf coupling ensures the recognition of odours and the
local sorting of axons, while the OR-Gas association promotes axon targeting of the
appropriate glomerulus within the olfactory bulb, during maturation®.

As demonstrated in the current study through the examples of OR2L13 and TAS2R14,

patterns of expression of brain CRs can be similar or vary, in an age- and individual-specific
manner. Nevertheless, the size of our cohort is too small to draw any valid conclusion. In
parallel, previous studies indicated that the expression of some cerebral ORs and TASRs is
modulated in patients with neuropathologies, such as Alzheimer's, Parkinson's and
Creutzfeldt-Jakob diseases, schizophrenia, and progressive supranuclear palsy?>~28, Then, we
assessed CR expression in brains of individuals with dementia or after a traumatic brain injury.
Intriguingly, no significant variation in CR expression was observed. Such a discordant finding
indicates that additional studies, using complementary techniques, are required to enlighten
this issue.
Although exhaustive, the current study is hampered by several limitations. First, the
regionalized expression of CRs and their partners is mainly based on data from a 31-year-old
Caucasian male. This work would gain additional credit if data from more donors are
subsequently added. Second, although we studied all members of the TASR, TAAR, VNR and
FPR families, we limited to 10 the number of genes belonging to the classes | and Il OR and
TAS2R families. Studying these whole OR and TASR families would provide a more accurate
information. Third, we deplore the lack of data about gene expression in the choroid plexus.
This would have been of great interest, as two studies reported the expression of ORs and
TASRs in this brain area, suggesting the ability of CRs to detect the composition of the
cerebrospinal fluid under physiological and pathological conditions®%®'.

In summary, we performed the first comprehensive analysis of expression in the human brain
of facial CRs using a freely accessible genomic expression database. For the first time, we
highlight that all members of the TASR, TAAR, VNR and FPR families, as well as 95% of the OR
family, are expressed in the brain areas studied. Moreover, this study reveals that CR genes
are mainly expressed in the limbic system, underlying the importance of CRs in self-
preservation. Their expression patterns seem to be gene-dependent in the different brain
zones, which could indicate that they have different cerebral functions. In addition, we also
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found CRs' canonical transduction partners expressed in the investigated areas, supporting
the idea that CRs may be functional in the human brain. This work clearly suggests that (i) CRs
are expressed, beyond of the sensory organs, in the brain, and (ii) CRs could be involved in
different physiological and pathological cellular mechanisms still unknown. In the central
nervous system, they could act as biosensors to detect pathological states in the brain (such
as inflammation, necrosis, tumorigenesis, ischemia) and to trigger the adapted answer.
Nevertheless, such hypothesis underlie the need of more comprehensive studies to
understand their potential implications that could lead to therapeutic advances.

Methods

This study aimed to assess and regionally detail the cerebral expression of several
rhinolaryngeal chemoreceptors (CRs) in a non-pathologic human brain.

Gene selection. Human chemoreceptor family includes 396 ORs®’, clustered in class |,
“fish-like”, and class Il, “tetrapod-like”, ORs. Given this large number, we limited our study to
ten class |, and ten class Il ORs. OR2D2, OR2L13, OR2T1, OR2T33, OR4F4, OR6F1, OR10GS,
OR11H1, OR51E1, OR52H1, OR52L1, and OR52M1 were documented as expressed in the
human brain?%?’. OR5V1 shares 81% identity with the murine OIfr1710/111. OR52K1 and OR52K2
share 82% and 80% identity, respectively, with Olfr544. Both Olfr genes are expressed in the
mouse brain?62°. OR10A2, OR51A4, OR51A7, OR52B6, and OR52E8 were randomly selected to
reach a total of 10 OR per class. Taste receptors (TASRs) are classified in “sweet” type 1
(TAS1R) which includes 3 members TASTR1, TASTR2 and TASTR3%, and “bitter” type 2
(TAS2R) that comprises 25 members32. TAS2R4, TAS2R5, TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, and
TAS2R50 are found in the human brain?6?’. Other TAS2R (TAS2R1, TAS2R31, TAS2R38, and
TAS2R45) were randomly selected to reach a total of 10 TAS2R (Table 1). Expression of
vomeronasal receptors (VNRs) is controversial in humans. However, we report here the
expression of VNTR1, VN1R2, VNTR4 and VNTR5 in the human brain. The cerebral expression
of the six functional trace amine-associated receptors (TAARs) - TAART, TAAR2, TAARS,
TAARG6, TAARS, TAAR9 - and the three formyl peptide receptors (FPRs) - FPR1, FPR2, FPR3 -
was quantified. We also explored the brain expression of several CR-associated G proteins -
GNAL, GNAT3, GNAS, GNAQ, GNA11, GNAI1, GNAI2, GNAI3, GNAO - and partners - CNGA2,
CNGA4, OMP, TRPC1, TRPM4, TRPM5, TRPV2, TRPV4 - channels.
The Allen Human Brain gene expression analysis.  All data were obtained from the
Allen Brain Institute's (ABI, https://www.brain-map.org/). The Allen Human Brain Atlas
(http://human.brain-map.org) includes RNA microarray data collected from post-mortem
brains of 6 donors, with no known neuropsychiatric or neuropathological history. Around 500
samples per subject, per hemisphere, were tested for expression profiles of 29,191 genes
represented by 58,692 probes. The expression profiles were normalized across samples and
across different brains as described previously (ALLEN Human Brain Atlas Normalization,
Microarray Data, 2013).

In our analysis, we used the brain of a 31-year-old Caucasian male donor. Cerebral
expressions of selected CRs and CR-associated partners were then assessed using microarray

14



data available on the Allen Institute’s Allen Brain Atlas, a freely available dataset that reports
the expression level of the mRNA of the majority of the genes in the human genome, in several
brain regions (http://human.brain-map.org/microarray/search). Technical details and related
documentation are available on the Allen Institute’'s website (http://help.brain-
map.org/display/humanbrain/documentation). Briefly, the log2 level of expression was
collected for the 62 genes included in this study and associated to each brain area mapped by
the Allen Brain Atlas (97 areas, see Figure 1). Different probes were used to detect the genes
of interest, allowing to average the log2 levels obtained, and the results for each CR family
were compiled in Excel tables.

Statistical analysis and visual representation.  All data are presented as means + SEM
and were analysed using GraphPad Prism6 software. Statistical analyses to assess
significance of the multiple groups, i.e. cerebral chemosensors and chemosensors-associated
families, were performed using non-parametric one-way ANOVAs (Kruskal-Wallis) and the
post-hoc Dunn'’s multiple comparison test. Mann and Whitney non-parametric significance test
was used to assess significance between groups presented in Supplementary Figure 1.
Differences between mean values were considered statistically significant when p<0.05 (*),
p<0.01(**), p<0.001(***), p<0.0001 (****) with different symbols than “*" to discriminate
significance between groups. Visuals were made using GraphPad Prismé6, Inkscape and
Adobe Photoshop software.
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Supplementary Figure 1. Comparative expression of olfactory and taste receptor
transcripts in the brain of a 31-year-old Caucasian male. a, class | (blue), class Il (orange)
ORs, and b, type 1 (pink) and type 2 (green) TASRs. ****: p<0.0001 (non-parametric Mann and
Whitney test).
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Supplementary Figure 2. Expression of class Il olfactory receptor genes in the human
amygdala. Mean expression of all selected class Il olfactory receptor genes in the amygdala
of a 31-year-old male Caucasian.
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Supplementary Figure 3. Expression of sour chemoreceptor genes in the human brain. a,
regionalised mean expression of ASIC2 and KCNK3 in a 31-year-old Caucasian male. The
maximum and minimum values are indicated in the bottom left panel. b, detailed values of the
cerebral expression of ASIC2 (orange) and KCNK3 (yellow).
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Supplementary Figure 4. Expression of type 2 taste receptor genes in the human basal
forebrain and hypothalamus. Mean expression values for all type 2 taste receptor genes
included in the study, in the basal forebrain (a) or hypothalamus (b) of a 31-year-old Caucasian
male.
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Supplementary Figure 5. Expression of the Gas family genes in the human amygdala, basal
ganglia and thalamus. Mean expression values of the three genes of the Gas family (Gaolf in
dark red, Gagus in light red, Gas in red) in the amygdala (a), basal ganglia (b) and hypothalamus
(c) of a 31-year-old Caucasian male.
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Supplementary Figure 6. Expression of the Gaq family genes in the human amygdala, basal
forebrain, basal ganglia, and hypothalamus. Mean expression values of the three genes of the
Gag family (Gagq in light pink, Ga717 in dark pink) in the amygdala (a), basal forebrain (b), basal
ganglia (c), and hypothalamus (d) of a 31-year-old Caucasian male.
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Discussion

1. Le cerveau humain pourrait « se sentir » et « se gouter »

Mes travaux d’analyse du transcriptome des chimiorécepteurs cérébraux humains ont permis
de montrer que I'immense majorité des familles de chimiosenseurs d’'origine rhino-laryngée
sont également exprimés au niveau du cerveau. En effet, 95% des transcrits codant pour des
récepteurs olfactifs ainsi que la totalité de ceux codant pour les récepteurs gustatifs, aux
amines traces, aux peptides formylés et voméronasaux sont exprimés au niveau du
télencéphale a des niveaux assez faibles. Néanmoins, méme faiblement, c’est au niveau du
systeme limbique et du tronc cérébral qu'ils sont le plus exprimés. De fagon étonnante, des
pseudogénes appartenant aux familles des récepteurs olfactifs et voméronasaux sont
exprimés dans toutes les régions étudiées et pourraient donc y jouer un réle. Les transcrits
des pseudogenes sont par exemple capables d'influencer I'activité d’autres génes traduits en
protéines et ainsi d’en altérer I'expression. Enfin, I'expression de ces différentes familles de
chimiorécepteurs rhino-laryngés est accompagnée par celle de leurs partenaires canoniques
de transduction, ce qui met en perspective leur fonctionnalité potentielle dans la physiologie
cérébrale humaine et éventuellement dans des neuropathologies. Au sein de leurs tissus
d'origine, les chimiorécepteurs sont impliqués dans I'extéroception, sensation du monde
extérieur. Cependant, le cerveau humain étant isolé de I'environnement, les chimiorécepteurs
cérébraux seraient donc probablement plus impliqués dans l'intéroception, définie comme la

sensation du statut interne du corps (Khalsa et al., 2018).
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1.1. Expression cérébrale des chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée

Ce travail compléte le manque de connaissances concernant ces récepteurs, dont la
localisation cérébrale n’était que trés partiellement connue. En effet, chez 'homme seuls
quelques membres de la famille des récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs ont
précédemment été mis en évidence dans un nombre limité d’aires cérébrales (cortices frontal,
préfrontal, entorhinal, substance noire et cervelet). De plus, cette identification n'a été menée
que dans des contextes pathologiques comme les maladies d'Alzheimer, de Parkinson, de
Creutzfeldt-Jakob, la paralysie supranucléaire progressive ou la schizophrénie (voir Tableaux

1 a 3 ou pour revue Ferrer et al., 2016 et Gaudel et al., 2018a, soumis a Scientific Reports).

1.1.1. Régionalisation cérébrale des chimiorécepteurs

L'étude que j'ai menée a montré qu’aucune zone du cerveau n'est dépourvue de transcrits de
chimiorécepteurs. Cependant, leur expression est globalement supérieure dans le systeme
limbique et le tronc cérébral. Cette découverte n'est pas une surprise puisque les sens
chimiques apparaissent t6t dans I'évolution et sont fortement associés au cerveau primitif et
paléo-mammifere. Comme nous l'avons vu dans l'introduction, la muqueuse olfactive, qui
abrite les récepteurs olfactifs et phéromonaux, est reliée au systeme limbique par le bulbe
olfactif et le cortex piriforme. La langue et ses papilles gustatives transmettent l'information
chimique au noyau du tractus solitaire du tronc cérébral, puis a I'amygdale, au thalamus et a
I'hypothalamus par les nerfs craniens VII, IX, X (Buck et Bargmann, 2000) (Figure 3). L'olfaction
et le godt sont d'une importance capitale et permettent d’engendrer des comportements
adéquats nécessaires a la survie. Il est donc tentant de supposer que les chimiorécepteurs
cérébraux jouent un réle dans l'autoconservation en permettant aux cellules cérébrales les
exprimant de détecter des composés chimiques locaux éventuellement néfastes et de
permettre au cerveau d'y réagir. De plus, les chimiorécepteurs pourraient assurer différentes
fonctions associées au systéme limbique, notamment la mémoire et la régulation des

métabolismes autonomes et endocriniens, en réponse aux stimuli émotionnels.
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1.1.2. Partenaires de signalisation des chimiorécepteurs

Le schéma d'expression de la famille Gas, canoniquement impliquée via Gaor dans les
cascades de signalisation des récepteurs olfactifs et des TAAR, est trés proche de celui des
chimiorécepteurs puisque cette famille est majoritairement retrouvée au niveau de plusieurs
zones du systéme limbique. Cette juxtaposition presque parfaite entre le motif d'expression
des transcrits de chimiorécepteurs et celui de la famille Gas n'est cependant pas constatée
pour tous les partenaires canoniques de signalisation des chimiorécepteurs rhino-laryngés.
Par exemple, les récepteurs aux peptides formylés et les récepteurs voméronasaux sont
canoniquement associés a la famille Gai,, (Norlin et al., 2003; Rabiet et al., 2007; Tanaka et al.,
1999), qui est globalement plus exprimée dans les structures mésencéphaliques et le cerveau
postérieur (métencéphale, myélencéphale) que dans le systéme limbique. De plus, I'expression
cérébrale des ARNm des protéines G et des TRP est forte et omniprésente, ce qui n'est pas
surprenant puisque ces acteurs sont associés a de nombreux autres RCPG cérébraux comme

les récepteurs a la dopamine, au GABA, ou les récepteurs métabotropiques au glutamate.

Il est cependant important de préciser que le couplage des chimiorécepteurs aux protéines G
peut varier. Par exemple, in vitro les récepteurs olfactifs peuvent se coupler aux protéines Gas,
Gaorr et Garsie (Kajiya et al., 2001). Dans les neurones olfactifs, le couplage récepteur olfactif-
Gaoir assure la reconnaissance des odeurs et le tri local des axones, tandis que pendant le
développement, l'association récepteur olfactif-Gas favorise le guidage des axones des
neurones olfactifs jusqu’aux glomérules du bulbe olfactif pour assurer la convergence
glomérulaire (Imai et Sakano, 2007, 2008). Par ailleurs, les récepteurs olfactifs peuvent utiliser
une voie de signalisation non-canonique coexistant avec la voie de 'AMPc au sein du méme
neurone olfactif et pouvant étre activée par le méme récepteur olfactif de fagon ligand-

dépendante, a I'image d’Olfr73 et de Ga, (Scholz et al., 2016).

Ainsi, méme si les profils d'expression des chimiorécepteurs et des protéines G, qui leur sont
canoniquement associées, ne sont pas exactement superposeés, il est envisageable que les
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chimiorécepteurs puissent étre en quelque sorte opportunistes et soient capables de
s'associer a d’'autres protéines G pour fonctionner dans le cerveau, peut-étre méme de fagon

ligand-spécifique.

1.1.3. Expression de pseudogenes

Mes travaux soulévent des questions quant a I'expression cérébrale de 10 pseudogénes de la
famille des récepteurs olfactifs et 2 de la famille des récepteurs voméronasaux. Les
pseudogenes sont définis comme incapables de produire une protéine fonctionnelle suite a
une mutation ou une duplication incorrecte de leur séquence. Cependant, de plus en plus
d’études montrent que des longs ARN non-codants issus de pseudogénes sont impliqués dans
la promotion ou la répression de la transcription de leurs équivalents codants. Par exemple, la
transcription du pseudogéne ABCC6P, appartenant a la famille des transporteurs
membranaires sensibles a 'ATP (ATP-binding cassette), est positivement corrélée a celle de
son équivalent fonctionnel ABCC6 (Piehler et al., 2008). En revanche, un ARN de pseudogéne
peut empécher la traduction de I'’ARN de son équivalent codant, en entrant en compétition pour
la liaison des protéines de stabilisation des ARN ou en prenant la forme d’ARN antisens (Hu et

al., 2018).

De plus, une étude récente a démontré que chez un sous-groupe de mouches du vinaigre
(Drosophila sechellia) le géne du récepteur olfactif Ir75a, qui confére aux antennes de la
Drosophila melanogaster une sensibilité a I'acide acétique, est un pseudogene. Cependant,
chez D. sechellia, la protéine correspondant au pseudogéene Ir75a est exprimée sélectivement
dans les neurones grace a une permissivité accrue de la machinerie de transcription neuronale
(Prieto-Godino et al.,, 2016). Ainsi, au niveau du cerveau humain, la transcription de
pseudogénes de la famille des récepteurs olfactifs et des récepteurs voméronasaux pourrait
favoriser ou réprimer I'expression de leurs équivalents codants, ou posséder une

fonctionnalité propre en étant traduits en protéines dans certaines cellules.
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1.1.4. Niveaux d'expression

L'expression cérébrale des transcrits de chimiorécepteurs rhino-laryngés constatée lors de
cette étude est globalement faible. Cependant, les données utilisées ont été obtenues sur des
échantillons d'ARN extraits de zones cérébrales entieres. Par conséquent, il est possible que
ces chimiorécepteurs soient fortement exprimés dans des sous-populations cellulaires,
représentant une petite fraction de l'aire étudiée. Un tel modéle d’expression, appelé
«expression mosaique», est démontré pour TAART dans le cerveau (Borowsky et al., 2001).
Ainsi, une expression mosaique de I'ensemble des genes de chimiorécepteurs rhino-laryngés
pourrait refléter l'implication dans une fonction spécifique d'une population cellulaire
exprimant un certain type de chimiorécepteurs. Cette hypothése est également appuyée par
la description de l'expression ectopique de récepteurs olfactifs par seulement quelques
cellules au sein de tissus complexes. Par exemple, 4 récepteurs olfactifs (OR1D2, ORTE3,
OR1G1 et OR6B1) ont été détectés dans les cellules entérochromaffines gastro-intestinales
humaines, qui ne constituent qu'une faible proportion de I'épithélium intestinal total, et ont une

distribution diffuse au sein de ce tissu (Braun et al., 2007).

En outre, I'expression basale des chimiorécepteurs dans le cerveau peut aussi souligner
I'importance que les variations de leurs niveaux d'expression pourraient avoir dans les
neuropathologies et mettre en lumiére leur importance physiologique pour combattre ou
accentuer les pathologies du systeme nerveux central. En effet, leur faible expression basale
peut ainsi rendre des petites variations d’expression considérables. En d’autres termes, il est
envisageable que de petites variations engendrent des réponses physiologiques importantes
puisqu’ils sont normalement tres faiblement exprimés, c’est ce qu'on appelle plus

communément «I'effet papillon».
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2. Récepteurs olfactifs cérébraux physiologiques et pathologiques

Le second volet de mon travail de theése a été consacré a la caractérisation de deux récepteurs
olfactifs, OIfr110/111 et OIfr544, au niveau du cerveau murin. La présence de récepteurs
olfactifs au niveau cérébral étant faiblement documentée dans la littérature, j'ai au cours de
cette étude établi une description exhaustive de I'expression cinétique et de la localisation
cellulaire de ces deux récepteurs olfactifs candidats. L'emploi de puces a ADN, de PCR
quantitative en temps réel et dimmunohistochimie m’'a permis d’étudier la localisation
cellulaire et sous-cellulaire d'OIfr110/111 et Olfr544, ainsi que leur expression temporelle dans
diverses zones du cerveau chez des souris sauvages et transgéniques imitant la maladie

d’Alzheimer (souris 5xFAD) (Gaudel et al., 2018b).

2.1. Expression neuronale majeure des récepteurs olfactifs

La technique d'immunohistochimie m’a permis de montrer que les protéines OIfr110/111 et
OIfr544 sont fortement exprimées par les neurones dans les régions corticales et
hippocampiques. Ce résultat est en accord avec I'expression documentée des récepteurs
olfactifs au sein de leur tissu de référence : le neuroépithélium olfactif (Buck, 1996). Comme
nous l'avons vu dans l'introduction, I'expression de tels récepteurs a également été décrite
dans plusieurs tissus nerveux tels que les ganglions du systéeme nerveux autonome, la moelle
allongée, le striatum, le cortex ou les ganglions des racines dorsales (Conzelmann et al., 2000;
Gong et al., 2015; Grison et al., 2014; Otaki et al., 2004; Weber et al., 2002) (Figure 23 A-B et
Tableau 2). Bien que mon travail se soit concentré sur les régions corticales et I'hippocampe,
des zones marquées sont visibles a plusieurs autres niveaux, tels que le striatum ou le cervelet,
conformément a une étude précédente (Garcia-Esparcia et al., 2013) (Figure 23 C-H). D’autres
types cellulaires sont par ailleurs positifs pour le marquage OIfr110/111 et/ou OIlfr544. Dans

les deux groupes de souris, les astrocytes, la microglie et les oligodendrocytes exhibent une

97



expression, bien que faible, d’'Olfr110/111 et OIfr544. Le marquage astrocytaire et microglial
semble cependant plus prononcé chez les souris 5xFAD agées de 9 mois. Enfin, seul
I'anticorps dirigé contre OIfr110/111 semble marquer les oligodendrocytes. Ces résultats sont
particulierement intéressants : deux études similaires antérieures ont, révélé pour l'une, un
marquage exclusivement neuronal et pour l'autre, une expression neuronale rarement
accompagnée de la détection rare de récepteurs olfactifs au niveau des cellules gliales

(Garcia-Esparcia et al., 2013; Grison et al., 2014) (Figure 23 H).

2.2. 0Ifr110/111 et OIfr544 sont potentiellement fonctionnels au niveau cérébral

Lors d’'une seconde partie d'expériences d'immunohistochimie, je me suis intéressée a la
localisation sous-cellulaire des protéines OIlfr110/111 et Olfr544. En utilisant un marqueur des
membranes cellulaires, la wheat-germ agglutinin (WGA), j'ai démontré que ces récepteurs sont
partiellement exprimés au niveau des membranes neuronales, dans leur partie somatique. Ces
récepteurs olfactifs sont également exprimés au niveau du cytosol. L'étude menée par Garcia-
Esparcia et collaborateurs mentionne uniquement une expression cytoplasmique du récepteur
OR6K3 dans les neurones humains (Garcia-Esparcia et al., 2013). J'ai ensuite vérifié si les
récepteurs olfactifs candidats étaient associés avec leur partenaire canonique de
signalisation, la protéine Gaorr, au niveau cérébral. En utilisant un anticorps spécifique de cette
protéine en combinaison avec les anticorps anti-Olfr110/111 et Olfr544, j'ai démontré une
superposition partielle de leurs marquages. Ces résultats indiquent donc qu'Olfr110/111 et
Olfr544 sont potentiellement fonctionnels de par leur couplage probable a la protéine Gaor et
sont en accord avec I'étude de Garcia-Esparcia qui montre une expression neuronale de cette

protéine (Garcia-Esparcia et al., 2013) (Figure 23 C-H).
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2.3. Potentielle implication des récepteurs olfactifs en tant que sentinelles de

neuropathologies

Pour conclure les expériences d'immunohistochimie, j'ai souhaité observer si le marquage
d’OIfr110/111 et OIfr544 coincidait avec des altérations histologiques caractéristiques de la
maladie d'Alzheimer. Les souris 5xFAD imitant cette maladie n'exhibent pas de tauopathie
mais présentent une accumulation prononcée de fibrilles amyloides formées par des agrégats,
ou plaques amyloides, composées de peptide AB pouvant étre immunodétecté. J'ai donc
utilisé le marqueur 6E10 (dirigé contre un fragment du peptide AB) sur des coupes de cerveau
de souris 5xFAD, en combinaison avec les anticorps de récepteurs olfactifs afin d'observer
une éventuelle relation entre les deux marquages. Ceci m’a permis de constater qu’au niveau
de larégion CA1 de I'hippocampe des souris 5xFAD, les plaques amyloides sont entourées par
des cellules positives pour le marquage OIfr110/111 ou OIfr544. Ces cellules présentent des
corps cellulaires ramassés et de petits prolongements caractéristiques des cellules
microgliales, pointant donc vers une expression microgliale des récepteurs olfactifs dans ce
contexte pathologique. Une hypothése pouvant expliquer cette observation serait que les
récepteurs olfactifs, au niveau des cellules microgliales, soient utilisés comme des guides
chimiotactiques orientant ces cellules vers les sites pathologiques par détection de molécules
néfastes. Ainsi, les récepteurs olfactifs pourraient étre impliqués dans les phénomenes

d'inflammation et dans lI'immunité cérébrale.

2.4. Expression dépendante de I'age et de la pathologie

Dans le dernier volet de cette étude, j'ai étudié I'expression cinétique de 'ARNm d'Olfr110/111,
0Ifr544 et Gaor dans les groupes de souris sauvages ou 5xFAD d’ages différents (4, 6, 9 et 12
mois) en utilisant la technique de RT-qPCR. Ceci m'a permis de déterminer linfluence

potentielle du vieillissement physiologique et pathologique sur I'expression de ces récepteurs.
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J'ai basé mon analyse sur des échantillons de muqueuse olfactive, de cortex, d’hippocampe,
de cervelet et d’'ceil pour chaque groupe de souris. Mes résultats ont permis de démontrer que
I'expression d'OIfr110/111 dans la muqueuse olfactive est supérieure a celle d'0Ifr544 et que
ces deux récepteurs sont faiblement exprimés au niveau cérébral par rapport a la muqueuse
olfactive. Ce résultat est en accord avec les nombreuses publications rapportant une
expression ectopique faible de récepteurs olfactifs (pour revue, voir Kang et Koo, 2012;
MaRberg et Hatt, 2018). De plus, mes résultats montrent que I'expression du transcrit
Olfr110/111 tend a augmenter avec I'dge dans le cortex et I'hippocampe des souris sauvages
et transgéniques. Ce résultat contredit les travaux précédemment menés au niveau cortical
chez les souris APP/PS1, un autre modele de la maladie d'Alzheimer, qui ne montrent pas
d’augmentation de I'expression d’0lfr110 avec I'dge chez les souris sauvages (Ansoleaga et
al., 2013). Cette derniére étude montre cependant une surexpression corticale d’Olfr110
débutant a 3 mois et exacerbée avec I'age chez les souris APP/PS1 (Figure 25 A). Mon étude
a permis de retrouver ce résultat des 4 mois dans le cortex cérébral de souris 5xFAD. Par
ailleurs, OIfr110/111 est également surexprimé dans I'hippocampe de maniére croissante avec
le vieillissement chez les souris transgéniques comparées aux animaux contréles. Un profil
différent est observé pour 0Ifr544, dont la surexpression n'est constatée que dans le cortex
des animaux sauvages ou 5xFAD agés de 9 mois. La modulation de I'expression cérébrale des
récepteurs olfactifs avec le vieillissement et/ou une neuropathologie pourrait donc représenter
une cause, ou une conséquence, des différents phénomeénes de vieillissement cérébral

physiologiques et/ou pathologiques.
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2.5. Conclusions

Cette étude visait a caractériser les profils d'expression de deux récepteurs olfactifs dans le
cerveau murin, dans des conditions physiologiques et un contexte neurodégénératif. Elle
démontre pour la premiére fois I'expression des transcrits et des protéines d'Olfr110/111 et
d'Olfr544 dans le cortex et I'hippocampe de souris. Ces deux récepteurs sont principalement
exprimés par les neurones hippocampiques et corticaux mais aussi par les astrocytes, la
microglie, les oligodendrocytes et les cellules endothéliales. Leurs protéines sont par ailleurs
probablement associées a la protéine Gaor, leur conférant une fonctionnalité potentielle au
niveau cérébral. L'expression des transcrits des deux récepteurs est également dérégulée
dans le modele transgénique 5xFAD de la maladie d’Alzheimer. Cette étude représente donc
un nouvel apport stimulant dans le domaine des neuropathologies et en particulier de la
maladie d'Alzheimer. D'autres études seront nécessaires pour mieux comprendre les
implications et roles cérébraux d'OIfr110/111 et d'Olfr544, avec des possibilités de résultats

prometteurs pour le développement de nouveaux médicaments ciblant ces récepteurs.

3. Fonctions cérébrales potentielles des chimiorécepteurs rhino-laryngés

Mes travaux ne permettent pas de tirer de conclusions sur la fonctionnalité des différents
chimiorécepteurs au niveau du cerveau humain, I'expression observée étant seulement
transcriptomique. D’autres études seront nécessaires afin de déterminer si les protéines
correspondant a ces différents génes sont effectivement traduites et dans quels contextes.
Ces familles de chimiorécepteurs, originellement extéroceptrices en étant impliquées dans la
perception de I'environnement, pourraient voir leurs fonctions initiales détournées et ils
pourraient agir comme intérocepteurs de I'état interne du cerveau. De nombreuses fonctions

cruciales dans la physiologie et la pathologie cérébrales sont imaginables. Les hypothéses
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quant aux fonctions potentielles des chimiorécepteurs rhino-laryngés cérébraux seront

discutées dans les parties suivantes.

3.1. Embryogenese, maturation cellulaire et des réseaux neuronaux

L'expression de chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée a été identifiée dans de nombreux
tissus, ou ils jouent un réle dans I'embryogeneése et le développement. De hombreux travaux
ont en effet prouvé leur implication dans divers processus cellulaires tels que la prolifération,
la migration, la différenciation des cellules et la mise en place finale des tissus matures. lls
ont également été impliqués dans la régénération tissulaire consécutive a une Iésion ou une

pathologie.
3.1.1. Embryogenése

Le transcrit du récepteur OIr1654 a été retrouvé au niveau du cceur chez le rat au stade
embryonnaire, avec un taux d'expression maximal lors des stades postnataux, indiquant un
role probable dans la morphogenése cardiaque (Drutel et al., 1995). De fagon plus frappante,
le récepteur COR7b est exprimé transitoirement dans la notochorde des embryons de poulet
ou il serait impliqué dans la reconnaissance cellulaire permettant le positionnement correct
du tube neural (Nef et Nef, 1997). L'expression de plusieurs récepteurs olfactifs a aussi été
observée au niveau du placenta chez la souris, ou ils serviraient de récepteurs de surface pour
plusieurs classes de petites molécules produites par la mére et/ou le foetus et réguler la
sécrétion de facteurs de croissance (Itakura et al., 2006; Mao et al., 2010). L'activation du
récepteur OR1D2 présent au niveau des spermatozoides modifie indirectement leur
expression génétique, I'impliquant dans les événements transcriptionnels précoces suivant la
fertilisation (Neuhaus et al., 2006). Plusieurs transcrits antisens de récepteurs olfactifs sont
aussi exprimés par ces cellules, laissant penser qu'ils pourraient intervenir comme régulateurs

de la transcription et influencer 'embryogenése précoce (Flegel et al., 2016).
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3.1.2. Prolifération, migration et différenciation cellulaire

Les chimiorécepteurs murins et humains peuvent moduler la prolifération et/ou la migration
cellulaire dans plusieurs tissus. En effet, 13 récepteurs olfactifs murins favorisent la
prolifération des myoblastes, qui sont les cellules progénitrices des myocytes (Griffin et al.,
2009). Ces récepteurs olfactifs seraient également capables de réguler la différenciation des
myoblastes murins en myocytes composant les muscles squelettiques, leur expression ayant
été retrouvée durant la myogenése régénérative consécutive a une lésion. L'activation de I'un
d’entre eux, Olfr16, par une mixture de muscle broyé favorise la régénération musculaire en
influencant le branchement et la fusion des myoblastes en fibres musculaires (Griffin et al.,
2009). Chez I'homme, I'expression des récepteurs OR2A4/7, OR2AT4, OR3A4, OR10J5,
OR51BS5 et FPR1 est associée a la prolifération des cellules endothéliales, des kératinocytes,
des poils et des cellules cancéreuses (Busse et al., 2014; Chéret et al., 2018; Guo et al., 2016;
Kim et al., 2015; Liet al., 2017; Tsai et al., 2017) (Figure 21 A). Au contraire, certains récepteurs
olfactifs diminuent la prolifération, comme OR51B4 au niveau de cellules cancéreuses
colorectales (Weber et al., 2017). Certains récepteurs ont un role binaire pro- ou antiprolifératif
dans certains tissus : I'activation du récepteur OR51E2 favorise la prolifération des cellules
pigmentaires rétiniennes, mais diminue celle des cellules cancéreuses de la prostate et des
muscles lisses des voies aériennes (Aisenberg et al., 2016; Jovancevic et al., 2017; Neuhaus
et al., 2009). Les chimiorécepteurs rhino-laryngés semblent également impliqués dans la
promotion de la migration de différents types cellulaires. De nombreux récepteurs olfactifs
sont exprimés au niveau protéique dans les spermatozoides dont ils favorisent, entre autres,
la motilité (Flegel et al., 2016) (Figure 20). En effet, 'activation d'OR1D2 par le bourgeonal
favorise la motilité cellulaire et la chimiotaxie des spermatozoides en augmentant leurs
battements flagellaires et leur vélocité, favorisant ainsi leur déplacement vers la source
émettrice (Spehr, 2003; Veitinger et al., 2011). De la méme fagon, la délétion de la sous-unité

gustative T1R3 altére la motilité des spermatozoides de souris (Mosinger et al., 2013).
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Les trois récepteurs de la famille TTR sont exprimés au niveau des précurseurs des
ostéoclastes murins. L'hétérodimere T1R2/T1R3 en particulier aurait un réle dans la
répression de l'ostéogenese car les souris knocked-out (KO) pour ces récepteurs présentent
une masse osseuse augmentée (Eaton et al., 2018). Les protéines Fpr1 et Fpr2 sont
surexprimées par les cellules souches neurales murines et favoriseraient leur migration et leur

différenciation en neurones matures (Wang et al., 2016; Zhang et al., 2017).

3.1.3. Maturation des réseaux neuronaux

Plusieurs récepteurs olfactifs ont été détectés dans les neurones pyramidaux du cortex au
stade postnatal chez la souris, ou ils pourraient étre utilisés comme des molécules
développementales en régulant la mise en place postnatale des réseaux neuronaux (Otaki et
al., 2004) (Figure 23 B). Un role des récepteurs T1R dans la mise en place des réseaux
cérébraux et dans la morphologie neuronale est également documenté. Une dérégulation de
I'expression des protéines synaptiques est trouvée chez les souris KO pour I'expression de
Tas1r3, entrainant une modification de I'architecture synaptique a l'origine de l'altération des
fonctions d’apprentissage et de mémorisation, ainsi que du comportement social (Martin et
al.,, 2017) (Figure 17 A). De plus, les membres de la famille des récepteurs aux peptides
formylés pourraient étre déterminants pour la mise en place et le maintien de réseaux
neuronaux. La protéine Fpr2 est présente au niveau des terminaisons axonales immatures du
tronc cérébral et de différentes structures du systeme limbique chez le rat. Elle y jouerait un
réle dans la croissance axonale et la formation des synapses, son KO altérant les fonctions

d’apprentissage, de mémorisation, d’équilibre et de nociception (Ho et al., 2018).

3.1.4. Role(s) potentiel(s) des chimiorécepteurs rhino-laryngés dans I'embryogenése,

la maturation cellulaire et neuronale

Comme nous l'avons vu dans les parties précédentes, les récepteurs olfactifs ont un réle

important dans I'embryogenése. Conformément a I'observation de Nef et Nef chez le poulet,
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ces récepteurs pourraient favoriser le développement des cellules de la plaque neurale, jouant
ainsi un role dans la mise en place des structures nerveuses embryonnaires (Nef et Nef, 1997).
Ces récepteurs olfactifs, et de fagon similaire d’autres chimiorécepteurs d'origine rhino-
laryngée, pourraient étre impliqués a différentes étapes du neurodéveloppement. Lors de
stades précoces de I'embryogenése, ils pourraient moduler la libération de facteurs de
croissance ou reconnaitre des morphogenes, tels que Sonic hedgehog, régulant la
transcription génétique et donc déterminant I'identité cellulaire. Par la suite, conformément a
I'hypothése «d'indicatif régional» énoncée a propos des récepteurs olfactifs par Dreyer, les
chimiorécepteurs pourraient favoriser le guidage fin et le positionnement des cellules neurales
néoformées (Dreyer, 1998). Les récepteurs olfactifs sont déja connus pour participer au
guidage des axones des neurones olfactifs vers les bulbes olfactifs au sein du systeme olfactif
en développement (Barnea, 2004; Mombaerts et al., 1996). De telles fonctions pourraient étre
conservées au sein du cerveau adulte. Les récepteurs olfactifs et autres chimiorécepteurs
rhino-laryngés pourraient agir de fagon similaire lors des processus de maintenance cellulaire
physiologiques ou en réaction a un traumatisme ou une pathologie. lls pourraient en effet y
détecter des morphogenes et induire la différenciation cellulaire des cellules souches neurales
en neurones, astrocytes ou oligodendrocytes et plus tard permettre leur intégration au tissu
cérébral mature ou aux circuits neuronaux préexistants. Une hypothese quant a un tel réle des
chimiorécepteurs lors du développement cérébral et de la neurogenése est appuyée par mes
travaux. En effet, les résultats de ma premiere étude chez 'homme montraient que
I'expression des récepteurs gustatifs, olfactifs et phéromonaux était plus forte au niveau du
systeme limbique qui renferme la seule zone de neurogenése humaine, située au niveau de
I'hippocampe (Gaudel et al., 2018a, soumis a Scientific Reports). De plus, j'ai observé une
expression neuronale des protéines OIfr110/111 et OIfr544 au niveau des neurones
hippocampiques chez les souris sauvages et 5xFAD, au niveau des couches sous-granulaire

et granulaire (Gaudel et al., 2018b). Ainsi, au niveau cérébral les récepteurs olfactifs et autres
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chimiorécepteurs d'origine rhino-laryngée seraient potentiellement capables de guider la

migration et/ou d'assigner un emplacement final a un neurone néoformé.

3.2. Régulation du métabolisme cérébral et du comportement alimentaire

De nombreuses indications d'un role métabolique des chimiorécepteurs d’origine rhino-
laryngée ont été suggérées expérimentalement et concernent en majorité la régulation de la

glycémie.

Chez la souris, les transcrits Tas7r1, Tas1r2 et Tas1r3 sont surexprimés au niveau des
neurones glucosenseurs hypothalamiques aprés une privation alimentaire, indiquant leur
implication dans le métabolisme cérébral du glucose (Ren et al., 2009). L’hétérodimére
T1R2/T1R3 participe également a la glucosensibilité des tanycytes bordant le 3¢™ ventricule
cérébral et étendant des processus jusqu’a I'hypothalamus (Benford et al., 2017). Suite a une
ischémie cérébrale chez le rat, la forme protéique du dimere T1R2/T1R3 est surexprimée au
niveau des astrocytes hippocampiques, permettant de favoriser 'expression de transporteurs
du glucose pour contrer la déprivation glucidique des neurones (Shin et al., 2010). Chez le rat,
les protéines T2R4 et Gaiz sont fortement exprimées au niveau du tronc cérébral et en
particulier par les neurones du noyau du tractus solitaire. L'activation de ce récepteur par la
quinine, un alcaloide naturel, déclenche la sécrétion d’hormones régulatrices de la prise
alimentaire comme la cholécystokinine, ou hormone de satiété (Dehkordi et al., 2012; Singh et
al., 2011) (Figure 19 A). Par ailleurs, les cellules entéroendocrines du célon de patients obéses
ou en surpoids exhibent une surexpression du transcrit et de la protéine encodés par TAS2R38

(Latorre et al., 2016) (Figure 18).

Par ailleurs, la famille TAAR, que j'ai trouvée exprimée chez 'homme au niveau du systeme
limbique — dont I'hypothalamus — ainsi qu’au niveau du tronc cérébral, pourrait étre impliquée

dans de telles fonctions. Elle pourrait agir, par exemple, sur la régulation de la capture de
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différents nutriments via les pieds astrocytaires. L'expression de Taar1 a en effet été reportée
comme régulant la sécrétion hormonale en réponse aux nutriments au niveau des cellules B-
pancréatiques et entéroendocrines intestinales, ou il posséde un réle hypoglycémique (Raab

et al., 2016) (Figure 22).

Il n'existe pas de donnée a propos d’'un role métabolique des récepteurs olfactifs au niveau
cérébral, cependant ce type de fonction a été documenté au niveau du foie et du pancréas.
Olfr544 est en effet exprimé au niveau des hépatocytes, ou son activation par I'acide azélaique,
provenant des céréales, entraine la cétogenése et I'oxydation des acides gras (Wu et al., 2017).
Dans le pancréas, l'activation d'OIfr15 exprimé par les cellules B-pancréatiques par l'acide
octanoique, provenant de la noix de coco, potentialise la sécrétion d’insuline stimulée par le
glucose (Leem et al., 2018; Munakata et al., 2018). Au niveau des cellules a-pancréatiques,
I'activation d’Olfr544 augmente la sécrétion de glucagon (Kang et al., 2015b) (Figure 21 B-C).
Enfin, il a été montré que le lactate, métabolite de la dégradation du glucose, s'accumule dans
le sang lors du phénomene d’hypoxie et active le récepteur OIfr78 exprimé au niveau des

glomus carotidiens, ce qui produit une hyperventilation (Chang et al., 2015).

Au sein du cerveau humain, mes données montrent que les chimiorécepteurs d'origine rhino-
laryngée sont plus exprimés au niveau du systéme limbique, dont fait partie I'hypothalamus.
Cette structure étant entre autres impliquée dans le contréle de la prise alimentaire, il est
fortement probable que des récepteurs au gout de la famille T1R exprimés a ce niveau soient
impliqués dans cette fonction chez 'homme. La famille T2R, bien que moins exprimée que les
T1R au niveau hypothalamique humain, pourrait également jouer un réle dans la régulation du
métabolisme nutritionnel. Mes résultats montrent en effet une expression importante de T2R
au niveau du tronc cérébral, composé de nombreux noyaux régulant de nombreuses fonctions

vitales, dont I'alimentation.

Bien qu'il soit facile de formuler des hypothéses quant au réle métabolique cérébral potentiel
des récepteurs gustatifs au vu de leurs fonctions cérébrales déja documentées, I'implication
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d’'autres chimiorécepteurs comme les récepteurs olfactifs et phéromonaux dans cette
fonction est encore incertaine. L’hypothése pourrait étre formulée que, suite a une activité
neuronale intense, différents chimiorécepteurs astrocytaires puissent étre activés par des
produits issus du métabolisme neuronal du glucose comme le malate ou le CO,, a I'image de
I'activation d'OIfr78 par le lactate (Chang et al., 2015). Cette activation pourrait entrainer une
augmentation de I'expression des transporteurs du glucose au niveau des pieds astrocytaires
afin de potentialiser la capture de glucose sanguin. Les astrocytes jouent en effet un role
nutritionnel important pour les neurones en leur fournissant du lactate, molécule cruciale pour
la production d’ATP. Un tel réle peut étre suggéré par I'immunodétection d'OIfr110/111 et
OIfr544 au niveau de quelques pieds astrocytaires constatée lors de mon étude (Gaudel et al.,

2018b).

3.3. Communication cellulaire et humorale, modulation de la neurotransmission

3.3.1. Communication intercellulaire et humorale

Une libération d’'ATP par les kératinocytes est engendrée par I'activation de leur récepteur
olfactif OR2AT4 et est a l'origine de I'activation des récepteurs purinergiques des neurones
sensoriels voisins, établissant ainsi une forme de dialogue entre ces derniers et les
kératinocytes (Sondersorg et al., 2014). Chez 'homme, I'activation de récepteurs olfactifs au
niveau des cellules entéroendocrines et entérochromaffines intestinales par différents ligands
issus d'épices induit la libération de sérotonine. Cette neurohormone joue un réle dans la
régulation de la motilité du tractus gastro-intestinal en permettant la contraction des muscles
lisses entériques (Braun et al., 2007; Leja et al., 2009; Priori et al., 2015). Chez la souris, les
cellules entéroendocrines du célon expriment le récepteur OIfr78 dont I'activation par le
propionate pourrait réguler la sécrétion hormonale de ces cellules et contribuer au maintien
de 'homéostasie intestinale. Ces cellules sont en effet capables de libérer des hormones aux
effets variés, telles que le glucagon, le GLP-1, le peptide insulinotrope dépendant du glucose,
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la sécrétine, la neurotensine, la somatostatine et la cholécystokinine (Fleischer et al., 2015).
Un role similaire a été démontré pour le récepteur T1R3 exprimé au niveau des cellules
pariétales de I'estomac humain, ou il induit une libération de sérotonine permettant de moduler
les sécrétions gastriques et la motilité locales (Zopun et al., 2018). L’hétérodimére T1IR2/T1R3
exprimé au niveau des cellules entéroendocrines duodénales de souris est responsable de la
sécrétion de GLP-1 et améliore la tolérance au glucose (Jang et al., 2007) (Figure 17 G-H). Par
ailleurs, il a été démontré que I'hétérodimere responsable de la perception du golt sucré,
T1R2/T1R3, est exprimé au niveau de l'urothélium vésical. Son activation par des édulcorants
entraine la libération de molécules, non identifiées mais probablement neurohormonales, par
les cellules urothéliales. Ces dernieres permettent la contraction du détrusor, muscle lisse
permettant la vidange de la vessie (Elliott et al., 2011). Chez la souris, I'activation du récepteur
OIfr78 par des acides gras favorise la libération de rénine par les cellules juxtaglomérulaires,
a l'origine d’'une vasoconstriction et d’'une augmentation du taux de filtration glomérulaire

(Pluznick et al., 2013).

3.3.2. Modulation de la neurotransmission

La famille des récepteurs TAAR semble posséder un réle trés important dans la modulation
de la neurotransmission. Au sein de cette famille, TAART est connu pour ne pas étre impliqué
dans I'olfaction et est exprimé au niveau du systéme limbique humain. Dans ces structures, et
en particulier au niveau de I'amygdale, il modulerait les neurotransmissions dopaminergique,
noradrénergique et sérotoninergique, importantes pour la régulation de 'humeur (Borowsky et
al., 2001; Lindemann et al., 2008). Chez 'homme, les polymorphismes du pseudogéne TAAR4
exprimé au niveau du systéeme limbique seraient associés a une susceptibilité a la
schizophrénie (Duan et al., 2004). L'ensemble des génes de cette famille sont par ailleurs
localisés sur un locus de susceptibilité a la schizophrénie au niveau du chromosome 6 humain

(Cao et al., 1997). De plus, des modifications de I'activité cérébrale comparables a celles
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produites par un médicament antipsychotique ont été observées en IRM chez les rats ayant

regu une injection d’'un agoniste sélectif de Taar1 (Revel et al., 2013) (Figure 24 C).

3.3.3. Role(s) potentiel(s) des chimiorécepteurs rhino-laryngés dans la

communication cellulaire et la modulation de la neurotransmission

L'expression cérébrale des chimiorécepteurs constatée lors de mes études pourrait étre
utilisée par différents types cellulaires dans un but similaire. La détection d'un composé
toxique dans le sang par les cellules endothéliales ou les pieds astrocytaires, en contact avec
les vaisseaux sanguins cérébraux, pourrait engendrer la génération d'un message chimique
par ces types cellulaires. Par exemple, les cellules endothéliales pourraient produire différents
facteurs vasoactifs, comme l'oxyde nitrique, qui peuvent jouer un réle local d’hormones et
influencer les cellules adjacentes (Vane et Botting, 1992). Mes travaux ont en effet démontré
une expression protéique de récepteurs olfactifs au niveau des pieds astrocytaires, mais
également au niveau de la surface des cellules endothéliales en contact avec le flux sanguin
(Gaudel et al., 2018b). Les chimiorécepteurs astrocytaires pourraient aussi étre activés par
certains composés sanguins ou issus de l'activité neuronale et entrainer la libération de
gliotransmetteurs, comme le glutamate, I'oxyde nitrique, 'ATP ou des prostaglandines,

permettant de réguler I'activité neuronale.

Bien que l'observation de I'expression de chimiorécepteurs au niveau du cerveau humain ne
nous permette pas de savoir quels types cellulaires les expriment, il est possible de formuler
des hypotheses en se basant sur leur régionalisation. Une expression supérieure des
récepteurs gustatifs, olfactifs et phéromonaux a été observée au niveau du systéme limbique.
La famille TAAR ayant un rble avéré dans la modulation de différents systémes de
neurotransmission, il est donc tentant d'imaginer que les autres familles de chimiorécepteurs
rhino-laryngés puissent agir de fagon similaire. Les récepteurs gustatifs tels que le récepteur

a 'umami pourraient réagir aux neurotransmetteurs comme le glutamate et entrainer a leur
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tour la production de neurotransmetteurs a effet inhibiteur, comme le GABA, ou augmenter la

synthése de glutamine, précurseur du glutamate fourni aux neurones par les astrocytes.

3.4. Immunité et processus inflammatoires

3.4.1. Chimio-vigilance

Une étude chez le rat a montré que les T1R et T2R exprimés au niveau des cellules épithéliales
des plexus choroides joueraient un role de surveillance de la composition chimique du liquide
céphalo-rachidien et en particulier sur la présence de composés amers potentiellement
toxiques (Tomas et al., 2016) (Figure 19 B). Plusieurs T2R sont exprimés au niveau des
muscles lisses et des cellules endothéliales vasculaires murines et humaines, et joueraient un
role dans la vasodilatation en permettant d’accélérer le flux sanguin et donc I'élimination des
composés nocifs (Chen et al., 2017). Au niveau des cellules chimiosensorielles nasales
solitaires, l'activation du récepteur au godt sucré supprime la sécrétion de peptides
antimicrobiens relayée par les T2R en conditions physiologiques. En revanche, suite a une
infection bactérienne, TTR2/T1R3 est désactivé en réponse a la consommation bactérienne
de glucose, ce qui réduit l'inhibition T2R et entraine la sécrétion de peptides antimicrobiens
(Lee et Cohen, 2014). Le récepteur T2R38 est exprimé au niveau protéique dans différentes
parties du placenta humain et son activation entraine un influx calcique (Woélfle et al., 2016).
L'un des ligands naturels de ce récepteur est I'acyl-homosérine lactone AHL-12, qui permet la
détection du quorum des bactéries décrite dans les neutrophiles (Maurer et al., 2015). Ainsi,
le T2R38 placentaire pourrait étre impliqué dans la détection d'infections bactériennes (Wolfle
et al,, 2016). Au niveau du systéme digestif, les cellules a panache de l'intestin utilisent les
récepteurs T1R et T2R pour orchestrer 'immunité de type 2 aux infections parasitiques (Gerbe

et al., 2016).
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Chez I'hnomme, I'expression protéique d’'OR6B2 est détectée au niveau des cellules satellites
des ganglions de la racine dorsale, ou elle controlerait la composition chimique sanguine
(Flegel et al., 2015). Comme les récepteurs gustatifs, plusieurs membres de la famille des
récepteurs olfactifs sont détectés au niveau des plexus choroides chez le rat, ou ils pourraient
détecter des altérations de la composition du liquide céphalo-rachidien, permettant d'induire
des réponses modulant et maintenant I'homéostasie cérébrale (Gongalves et al., 2016). Enfin,
plusieurs récepteurs olfactifs sont impliqués dans la production et la libération de facteurs
inflammatoires comme les cytokines. L'activation des récepteurs OR1D2, OR2A4/7 et OR51B5
exprimés au niveau des muscles lisses des voies aériennes supérieures, des kératinocytes et
des mélanocytes entraine en effet la libération d’interleukine-1, -6, -8 et de GM-CSF (facteur de
stimulation des colonies de granulocytes et macrophages) (Kalbe et al., 2016; Tsai et al,,

2017).

3.4.2. Traumatismes et neuropathologies

Il existe de nombreuses preuves de I'implication de récepteurs gustatifs et phéromonaux dans

les phénomenes d’inflammation consécutifs a une Iésion ou une neuropathologie.

Au sein de la famille des récepteurs gustatifs, I'activation de I'hétérodimere T1R1/T1R3 des
neutrophiles entraine leur migration chimiotactique ainsi qu'une atténuation de la réponse
inflammatoire (Lee et al., 2014). Au niveau des granulocytes murins, I'activation de ce méme
dimere supprime la neuroinflammation déclenchée par ces cellules aprés une Iésion de la
moelle épiniére en réduisant la libération d'interleukines pro-inflammatoires et d'espéces
réactives de l'oxygene (Shi et al., 2017a). Concernant les récepteurs phéromonaux, les
transcrits de tous les membres de la famille TAAR (sauf TAARS) ont été détectés au niveau de
différentes cellules immunitaires humaines, dont ils moduleraient plusieurs fonctions
immunitaires telles que leur migration chimiotactique vers les sites d'inflammation ou la
libération de cytokines et d'immunoglobulines (Babusyte et al., 2013). Le transcrit de Taar8

est, lui, surexprimé au niveau des astrocytes et de la microglie murins apres induction d’'une
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inflammation (D’Andrea et al., 2012). Par ailleurs, la famille FPR pourrait conserver au sein du
cerveau son role canonique de détecteur de peptides formylés produits par des bactéries. Par
exemple, les FPR pourraient étre activés par une infection cérébrale causée par une méningite
bactérienne ou une fracture ouverte et, a I'image d'un «systéme d’alarme», participer au
déclenchement de la neuroinflammation en favorisant la chimiotaxie des cellules
immunitaires vers les sites infectés, phénoméne déja décrit en périphérie (Migeotte et al.,
2006). Au niveau des phagocytes mononucléaires, FPR2 répond a plusieurs formes de
protéines amyloidogéniques, comme le sérum amyloide A, le peptide AB42 et le fragment de
la protéine prion PrP106-126, et entraine la libération de facteurs pro-inflammatoires
neurotoxiques (Le et al., 2001). L'expression des protéines FPR1 et FPR2 a également été mise
en évidence au niveau des astrocytes et des cellules microgliales humaines, ainsi qu’au niveau
des neurones des systemes moteur, sensoriel, cérébelleux, sympathique et parasympathique,
dont elles réguleraient la migration et la sécrétion de cytokines (Becker et al., 1998; Le et al.,
2002). Chez la souris, les mémes récepteurs seraient impliqués dans la réponse inflammatoire
précoce suite a une lésion hépatique en diminuant la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Giebeler et al., 2014).

En revanche, il n'existe pour I'heure aucune preuve d'une implication directe des récepteurs
olfactifs dans les phénomeénes inflammatoires consécutifs a un traumatisme ou une Iésion,
mais quelques indices pointent vers cette hypothése. Chez le rat, la surexpression de
nombreux récepteurs olfactifs a été observée au niveau des cellules de Schwann des
ganglions des racines dorsales dés 30 minutes aprés une lésion du nerf sciatique (Gong et al.,
2015; Li et al., 2013b). La surexpression du récepteur Olfr110 est observée suite a I'induction
d’'une inflammation au niveau des cellules microgliales provenant de souris double
transgéniques Tau/ApoE4, un modéle reproduisant la tauopathie de la maladie d’Alzheimer et
surexprimant l'isoforme E4 de I'apolipoprotéine E (principal facteur de risque de la forme

sporadique de la maladie d’Alzheimer) (Shi et al., 2017b). Enfin, comme décrit de fagon
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extensive dans lintroduction, I'expression de nombreux genes de récepteurs olfactifs (et
gustatifs) est altérée lors de neuropathologies accompagnées de processus inflammatoires,
comme la maladie d'Alzheimer, de Parkinson, de Creutzfeldt-Jakob ou la paralysie
supranucléaire progressive (Ansoleaga et al., 2013; Garcia-Esparcia et al., 2013) (Figure 25 B-
E). La surexpression corticale d'Olfr1170 a également été décrite dans le modeéle murin

APP/PS1 de la maladie d’Alzheimer (Ansoleaga et al., 2013) (Figure 25 A).

3.4.3. Role(s) potentiel(s) des chimiorécepteurs rhino-laryngés dans la neuro-

immunité et les processus de neuroinflammation

Les études présentées au cours de cette partie montrent qu'il est plus qu'envisageable de
considérer que les chimiorécepteurs rhino-laryngés, et en particulier les récepteurs gustatifs
T2R, comme des sentinelles de chimio-vigilance permettant la protection du systéme nerveux
central. L'expression de récepteurs gustatifs et olfactifs au niveau des plexus choroides,
responsables de la production du liquide céphalo-rachidien, est en effet démontrée (Gongalves
et al.,, 2016; Tomas et al., 2016) (Figure 19 B). Chez 'homme, I'expression de récepteurs
gustatifs au niveau de régions cérébrales a l'interface avec les milieux extracellulaires tels que
le liquide céphalo-rachidien ou le sang pourrait constituer un systeme d’alerte permettant de
détecter et réagir rapidement a I'apparition d’'une rupture de 'homéostasie cérébrale ou a la
présence de composés toxiques. Ces derniers sont souvent qualifiés d'amers et peuvent donc
étre détectés par la famille de récepteurs sensibles a I'amertume : les T2R. Il est intéressant
de constater que parmi toutes les familles de chimiorécepteurs rhino-laryngés décrites dans
le cerveau humain par nos travaux, cette famille T2R est la plus exprimée. De plus, 'un des
lieux préférentiels de son expression est le métencéphale, qui abrite notamment le 4™
ventricule cérébral. Mon étude de caractérisation de I'expression cérébrale des récepteurs
olfactifs n'a pas permis de tirer une telle conclusion. Cependant, au cours d'expériences
d'immunohistochimie complémentaires devant étre reproduites, nous avons observé

I'expression protéique d'Olfr544 au niveau des plexus choroides. Il est donc largement
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envisageable que les récepteurs olfactifs, ainsi que différents récepteurs gustatifs ou
phéromonaux, soient en effet exprimés au niveau des cellules épendymaires des plexus
choroides. Dans des conditions physiologiques, ils pourraient réguler la composition du liquide
céphalo-rachidien mais aussi agir comme de véritables détecteurs de I'apparition d'indicateurs
pathologiques ou lésionnels, permettant des réponses adaptées a des ruptures de
I'hnoméostasie cérébrale. Par exemple, des chimiorécepteurs choroidaux détectant la forme
soluble du peptide AB pourraient, lors de la maladie d'Alzheimer, étre surexprimés afin de
maximiser les phénomenes de clairance de ce neurotoxique ou entrainer la libération de

facteurs inflammatoires permettant le recrutement de cellules immunitaires.

Les altérations de I'expression des récepteurs olfactifs dans différentes neuropathologies
abordées précédemment rappellent la surexpression cérébrale précoce d'Olfr110/111 et
proportionnelle a la progression de la pathologie observée chez les souris 5xFAD (Gaudel et
al., 2018b). La maladie d’Alzheimer est en effet connue pour engendrer une neuroinflammation
au niveau du tissu cérébral. Il est intéressant de constater que chez la souris, le géne du
récepteur olfactif OIfr170 est situé sur un locus du chromosome 17 contenant un grand
nombre de génes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |, qui participe
aux réponses immunitaires (Amadou et al., 2003). Par ailleurs, 'homologue humain d’0Ifr110,
OR5V1 (alias hs6M1-21), est également exprimé dans le cluster de génes du CMH du
chromosome 6 (Younger, 2001). OIfr110/111 est donc en toute probabilité impliqué dans la
réponse neuroinflammatoire rencontrée au cours de la maladie d’Alzheimer. D’autre part, cette
maladie est en partie caractérisée par I'accumulation extracellulaire de peptide AB dans le
cerveau qui perturbe I'hnoméostasie cérébrale. Ainsi, les récepteurs olfactifs et autres
chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée exprimés par les cellules immunitaires résidentes,
la microglie, les astrocytes et les neurones pourraient coopérer pour contrer ces déséquilibres
physiologiques. Dans ce contexte, les dépots de peptide AR induisent en effet un phénomeéne

de chimiotactisme, guidant la microglie vers eux (Rogers et Lue, 2001). Il est possible que
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I'activation des récepteurs gustatifs, phéromonaux ou olfactifs participe a ce phénomene. Leur
expression au niveau astrocytaire ou des cellules immunitaires résidentes, telles que les
cellules microgliales ou les macrophages cérébraux, pourrait les impliquer en tant que
médiateurs du phénomeéne d’inflammation cérébrale. Par exemple, des chimiorécepteurs
microgliaux pourraient étre activés par le peptide AR, permettant la migration chimiotactique
de la microglie et son accumulation, créant une barriere immunitaire autour des plaques
amyloides pour contrer leur expansion. Cette hypothése est appuyée par I'observation lors de
mon étude de I'expression vraisemblablement microgliale des protéines OIfr110/111 et
Olfr544, trouvées a proximité de plaques amyloides chez les souris 5xFAD, modeles de la

maladie d’Alzheimer (Gaudel et al., 2018b).

Enfin, les chimiorécepteurs rhino-laryngés pourraient posséder une fonction cellulaire
constitutive assurée sans besoin de lier un agoniste. En effet, plusieurs autres RCPG ont été
décrits comme ayant un role physiologique sans méme étre activés par leur ligand, leur
expression seule favorise en effet, divers mécanismes physio- ou pathologiques. L'expression
du RCPG sérotoninergique 5HT, favorise le clivage de I'APP (Amyloid Precursor Protein) vers
la voie non-amyloidogénique, prévenant ainsi l'accumulation cérébrale du peptide AB a
I'origine des plaques amyloides de la maladie d’Alzheimer (Cochet et al., 2013). Par ailleurs, le
RCPG orphelin GPR3 interagit indépendamment de la liaison d'un ligand avec la y-sécrétase,
ce qui lui procure un effet pro-amyloidogénique (Thathiah et al., 2009). En faisant I'hypothése
que les chimiorécepteurs d'origine rhino-laryngée (qui sont, pour rappel, tous des RCPG), a
I'image des récepteurs GPR3 ou 5HTy, participent en conditions physiologiques au clivage non-
amyloidogénique de I'APP, la diminution pathologique de leur expression favoriserait ainsi la
voie pro-amyloidogénique. A linverse, leur surexpression, comme celle d’Olfr110/111
observée lors de mon étude, pourrait constituer un effort cellulaire afin de favoriser le clivage

non-amyloidogénique.
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3.5. Conclusion

L'expression des chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée dans le systeme nerveux central
est avérée. Leurs fonctions a ce niveau restent inconnues. Globalement, les récepteurs au goGt
sucré semblent majoritairement impliqués dans le métabolisme nutritionnel. Les récepteurs
au goUt amer, eux, semblent plutét engagés dans la détection de composés pathologiques et
la défense immunitaire. Cependant, les récepteurs olfactifs et phéromonaux dits «ectopiques»
sont distribués dans tout le corps. Contrairement aux récepteurs gustatifs, il est difficile
d’isoler une fonction dans laquelle ils semblent plus particulierement impliqués. En effet, leur
omniprésence et cette diversité de fonctions semblent plutot pointer vers un réle véritable de
«sentinelles» cellulaires. A I'image des spermatozoides, les cellules d’un tissu pourraient
exhiber une expression multigénique de chimiorécepteurs, leur procurant la capacité de réagir

de fagon variée a différents stimuli.

Dans I'ensemble, les expressions et fonctionnalités déja démontrées des chimiorécepteurs
rhino-laryngés «ectopiques» les ont d'ores et déja établis comme de véritables intérocepteurs.
Il est donc hautement probable qu’ils agissent également dans l'intéroception cérébrale et
soient impliqués dans le fonctionnement physiologique du cerveau et qu'ils soient également
capables d'entrainer des réponses adaptées dans différents contextes neuropathologiques

(libération d’hormones, de neurohormones ou de neurotransmetteurs).
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Conclusions générales

Mes travaux de thése représentent les premiers pas d'une recherche visant a mieux
comprendre I'expression cérébrale des chimiorécepteurs d’origine rhino-laryngée (récepteurs

gustatifs et phéromonaux) et en particulier des récepteurs olfactifs.

La démonstration que ces familles de récepteurs sont exprimées presque au complet au sein
du cerveau humain et accompagnées de leurs partenaires canoniques de signalisation nous a
permis d'émettre de nombreuses hypothéses quant a leurs roles potentiels dans la physiologie
cérébrale et/ou les neuropathologies. De plus, I'observation des protéines «récepteurs
olfactifs» au niveau de cerveaux murins sains ou malades, d'une part, et la modification de leur
expression transcriptomique et protéique avec le vieillissement ou I'avancée pathologique,

d’autre part, ouvrent de nombreuses perspectives d’'études et pistes thérapeutiques.

Le cerveau étant isolé de I'environnement externe par la barriere hémato-encéphalique, aucun
godt, phéromone ou odeur ne peut théoriquement y parvenir. Les chimiorécepteurs ne
possédent donc a priori aucun aspect gustatif ou olfactif a ce niveau en dehors de leur nom.
Ainsi, au lieu de les qualifier seulement d’ectopiques et afin de refléter leur réle probable
d’intérocepteurs a fonctions variables selon le récepteur, je propose de les renommer TaLIN,
PheLIN ou OLIN, pour «Taste-Like Interoceptors», «Pheromone-Like Interoceptors» ou
«Olfactory-Like Interoceptors». Cette nouvelle dénomination permet de garder leur racine de
fonctions canoniques mais ouvre également la porte a leurs nouvelles fonctionnalités, non-
gustatives et non-olfactives, mais intéroceptives, au sein de tissus et organes non-

chimiosensoriels.

Pour finir, peu d’efforts de recherche ont été concentrés sur les chimiorécepteurs cérébraux
alors que de nombreuses fonctions leur ont été attribuées au sein d’'une variété de tissus. Ces

récepteurs ont en effet été extensivement décrits comme jouant des roles tels que la
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régénération cellulaire, la régulation du métabolisme ou bien le recrutement du systeme
immunitaire. Ceci suggere que ces RCPG gustatifs, phéromonaux et olfactifs pourraient jouer
un role physiologique et/ou physiopathologique plus profond au niveau central comme au
niveau périphérique. La caractérisation de ces récepteurs dans des organes, tels que le
cerveau, important du point de vue thérapeutique, souligne I'importance de caractériser ces
acteurs, jusqu'ici plutét méconnus, ainsi que leur grand potentiel. En effet, la plupart des
meédicaments modernes modifie la fonction des RCPG : il est donc imaginable, une fois leurs
fonctions identifiées, de cibler les TaLIN, PheLIN et OLIN afin de moduler leurs effets a des

fins thérapeutiques.
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Perspectives

1. Etude de I'expression des TaLIN, PheLIN et OLIN au niveau cérébral humain

L'étude de I'expression des TaLIN, PheLIN et OLIN que j'ai effectuée n’étant basée que sur un
cerveay, il serait intéressant d'étendre ces résultats a un groupe d’individus. Des banques de
tissus telles que Neuro-CEB proposent des échantillons de cerveaux humains issus de larges
groupes de patients. Il est donc envisageable de réitérer une étude de I'expression
transcriptomique des chimiorécepteurs d'origine rhino-laryngée et de leurs partenaires
canoniques en utilisant les techniques de RNA-seq ou de puces a ADN, a I'échelle de cerveaux
humains de groupes d'au moins 6 personnes. Ceci permettrait I'obtention de résultats
statistiquement plus fiables et robustes, ainsi que la comparaison des expressions entre, par
exemple, un groupe jeune et un groupe agé, des hommes et des femmes, des sujets sains et
atteints d'une neuropathologie. L'expression des chimiorécepteurs au sein de tels groupes
pourrait également étre étudiée du point de vue protéique en utilisant différentes techniques
permettant I'analyse quantitative et qualitative de I'expression, comme le western-blot et
I'immunofluorescence. || m’apparait évident qu'il s'agit d’'une premiére étape essentielle pour

avérer de la fonctionnalité de ces chimiorécepteurs intéroceptifs dans le cerveau humain.

2. Caractérisation de la fonction des OLIN

2.1. Désorphanisation

Comme de nombreux récepteurs olfactifs, OIfr110/111 est orphelin, c’'est-a-dire qu'aucun
ligand n'est connu pour ce récepteur. OIfr544 répond en revanche a l'application d'acide
azélaique (Kang et al., 2015b) (Figure 21 B-C). L'étude de la fonction d’'un récepteur nécessite
d’étre capable de l'activer afin de déterminer sa chaine de signalisation intracellulaire et
ultimement les mécanismes cellulaires et tissulaires dans lesquels son activation est

impliquée.
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Dans les études de désorphanisation des récepteurs olfactifs, une méthode couramment
utilisée implique l'utilisation du Henkel-100. Une centaine de composés odorants capables
d’activer une vaste gamme de récepteurs olfactifs sont présents dans ce mélange, qui permet
de déterminer rapidement par élimination le type d’'odorant permettant d’activer un récepteur.
L'utilisation de cette mixture permettrait I'étude rapide des fonctions principales d'Olfr110/111
et OIfr544 dans I'attente de l'identification de leurs agonistes naturels et physiologiquement

significatifs.

Nous avons collaboré au cours de ma these avec I'équipe de J. Golebiowski, qui effectue des
modélisations bioinformatiques des récepteurs olfactifs afin de déterminer leurs agonistes
candidats (Bushdid et al., 2018). Ce travail de criblage virtuel a été effectué sur des modeles
in silico d'OIfr110 et OIfr544 en utilisant la banque de données du métabolome humain HMDB
(http://www.hmdb.ca), qui répertorie les biomolécules présentes dans les fluides biologiques
tels que le sang ou le liquide céphalo-rachidien. Ces dernieres pourraient activer de fagon
endogéne ces récepteurs olfactifs au niveau cérébral. L'analyse des résultats fournis nous a
permis d'établir qu'Olfr110 possederait une haute affinité pour des molécules de la famille des
dérivés quinoliniques, ainsi que de celle des eicosanoides et des prostaglandines, impliquées
dans de nombreux processus neuroinflammatoires. Olfr544, lui, posséde une haute affinité
pour les hormones stéroides estrogenes ou androgénes impliquées dans la signalisation

cellulaire liée a la reproduction.

Ces études de désorphanisation devront étre menées in vitro dans un modele cellulaire
d’expression des récepteurs olfactifs, HEK293 ou Hana3a par exemple, exprimant Olfr110/111
ou OIfr544. Les cellules Hana3a sont de cellules HEK qui expriment des intermédiaires
favorisant I'export des récepteurs olfactifs a la membrane, comme Ric8b ou RTP1, ainsi que
la protéine Gaor (Zhuang et Matsunami, 2008). Les réponses des lignées cellulaires ainsi
obtenues devraient étre ensuite étudiées en quantifiant les variations des concentrations

intracellulaires d’AMPc ou d'ions calcium obtenues en réponse a l'incubation des cellules a un
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agoniste candidat. Ceci sera permis par l'utilisation de différents tests spectrofluorométriques

tels que lI'imagerie calcique ou le test luciférase.

Au cours d'expériences préliminaires d'imagerie calcique, j'ai essayé de reproduire I'activation
d’0lfr544, déja documenté comme étant activé par I'acide azélaique, au niveau de cultures
cellulaires HEK293 surexprimant ce récepteur (Kang et al., 2015b) (Figure 21 B-C). En utilisant
des concentrations d'acide azélaique de 'ordre de 100 pM, j'ai pu observer de longs plateaux
d’élévation de la concentration de calcium au sein de ces cellules. Les analyses in silico ont
révélé qu'Olfr110 est potentiellement activé par des dérivés de la quinoline. L'un d’entre eux,
I'acide quinolinique, est retrouvé a de hautes concentrations dans le cerveau au cours de la
maladie d’Alzheimer (Heyes et al., 1992; Pierozan et al., 2018). Ainsi, j'ai mesuré les effets
intracellulaires de I'application d'acide quinolinique sur des cellules HEK293T surexprimant
OlIfr110. J'ai observé des augmentations rapides, sous forme de pics, de la concentration de
calcium intracellulaire des cellules HEK293 en réponse a I'application de concentrations de 10
a 100 yM d’acide quinolinique. Cependant, ces résultats pourtant prometteurs ont été nuancés
par la constatation que l'acide azélaique était capable d’activer les cellules HEK293/0Ifr110
de fagon similaire aux cellules HEK293/0Ifr544. De méme, I'application d'acide quinolinique
induisait également des pics calciques rapides au sein des cellules HEK293/0Ifr544. De
nouvelles expériences seront donc requises afin de déterminer de fagon fiable les agonistes

respectifs d'Olfr110 et Olfr544.

Ce verrou de l'identification d’agonistes des récepteurs olfactifs est important a lever car il est
crucial d'identifier I'effet de leur activation dans un contexte particulier, comme par exemple
I'inflammation, afin d'évaluer leur(s) role(s) précis, in vitro dans un premier temps puis

éventuellement au sein d’'un organisme.
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2.2. Voies de signalisation

L'étude des voies de signalisation intracellulaire impliquées dans la transduction du message
obtenu apres activation d’OIfr110/111 ou Olfr544 nécessite I'utilisation d’'un type cellulaire
exprimant ces récepteurs de fagon endogéene. Au cours de ma these, j'ai mis en évidence que
les neurones sont le type cellulaire cérébral exprimant le plus ces deux récepteurs, ainsi la
mise en place de cultures de neurones murins semble représenter un excellent choix pour
découvrir les voies de transduction des OLIN cérébraux. L'observation des réponses cellulaires
en imagerie calcique aprés co-incubation avec I'agoniste du récepteur étudié et d'un bloqueur
pharmacologique d'un élément potentiel de la chaine de transduction permettra de déduire les
différents acteurs de cette derniére. Par exemple, I'observation d’'une abolition de la réponse
du récepteur olfactif en présence de SQ22.536, bloqueur spécifique de I'AC3, permettrait de
déterminer que la voie de transduction du récepteur est AMPc-dépendante. Ce procédé a été
utilisé par une équipe allemande sur des cellules cancéreuses surexprimant le récepteur

OR51B4 (Weber et al., 2017).

2.3. Fonctions cellulaires

L'identification de la voie de transduction d'un récepteur olfactif permet de donner des indices
quant aux grandes fonctions cellulaires dans lesquelles il est impliqué, cependant quelques
techniques permettraient cette identification in vitro. L'impact de l'activation du récepteur
olfactif sur la prolifération et la chimiotaxie cellulaire pourrait étre analysé par utilisation de
sels de tétrazolium (type MTT) et de test de scratch, respectivement. De plus, I'analyse du
sécrétome dans le surnageant des cultures de cellules exprimant un récepteur olfactif et
exposées a un agoniste de ce récepteur pourrait révéler si ce dernier influe sur la libération de
neurotransmetteurs ou de neuromodulateurs. De telles expériences permettraient alors

d’émettre des hypothéses a confirmer concernant le role de ces récepteurs. Par ailleurs, afin
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d’étudier 'impact d’'un contexte pathologique sur la fonction cellulaire des récepteurs olfactifs,
les mémes expériences sont envisageables sur des cultures neuronales obtenues a partir de
souris 5XFAD. De méme, sur des cultures neuronales de souris sauvages, il est possible de
créer un environnement imitant I'inflammation cérébrale en incluant des facteurs tels que
I'interleukine-1B ou le TNF-a dans le milieu de culture. L'expression de ces récepteurs olfactifs
pourrait également étre abolie en utilisant les techniques d'interférence ARN ou de CRISPR-
Cas9, ce qui permettra d'étudier d’éventuelles altérations du phénotype ou des fonctions
cellulaires de base. Enfin, la génération de lignées de souris KO pour I'expression
d’Olfr110/111 ou OIfr544 permettraient d’étudier d'éventuelles altérations comportementales,
physiologiques, ou histologiques. Par ailleurs, nous disposons depuis peu au sein de I'équipe
de lignées de souris exprimant le récepteur OIfr134 de maniére conjointe a celle de la GFP.
L'utilisation d’'un tel modéle est prometteuse vis-a-vis de la facilitation des techniques de
détection immunohistochimiques et permettrait également de créer une lignée double
transgénique OIfr134-GFP/5xFAD ouvrant la possibilité de [I'étude de [limplication
pathologique éventuelle de ce récepteur. |l faudrait néanmoins au préalable étudier la cinétique
d’expression du gene 0Ifr134 chez des souris sauvages et 5xFAD et vérifier son expression

protéique au niveau cérébral, tout comme je I'ai fait pour Olfr110/111 et Olfr544.

Pour terminer, I'étude plus poussée et la compréhension des fonctions des différents
chimiorécepteurs cérébraux d'origine rhino-laryngée et en particulier des récepteurs
olfactifs/OLIN, a un grand potentiel thérapeutique. Comme nous l'avons vu, OIfr110/111 et
Olfr544 sont exprimés au niveau protéique, sont potentiellement fonctionnels au niveau
cérébral, et leur expression a ce niveau est altérée chez les souris 5xFAD. De plus, I'observation
de leur expression a proximité des plaques amyloides chez les souris 5xFAD nous a conduits
a penser qu’ils pourraient étre impliqués dans la maladie d’Alzheimer et plus particulierement
dans le métabolisme de la protéine précurseur du peptide amyloide (APP). Nous avons

récemment obtenu des résultats préliminaires intéressants en utilisant des cellules HEK293
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et Hana3a exprimant soit OIfr110, soit Olfr544. Vingt-quatre a quarante-huit heures apres
transfection, les protéines ont été extraites des cellules et des western blots ont permis de
révéler que ces récepteurs pourraient posséder un role favorisant la voie non-amyloidogénique
de clivage de 'APP. Ce processus semble, de plus, indépendant de leur activation et pourrait
faire appel a des événements similaires a ceux décrits pour le récepteur 5HT4 (Cochet et al.,
2013). En effet, les cellules exprimant ces récepteurs olfactifs contenaient plus de CTF-q,

produit du clivage non-amyloidogénique de la protéine précurseur du peptide amyloide.

Enfin, en termes de nombre de génes, les récepteurs olfactifs représentent a eux seuls la
moitié des RCPG humains (396 sur ~800). Environ 34% des médicaments déja sur le marché
modulent l'activité de membres de cette superfamille et ils représentent les cibles
médicamenteuses les plus étudiées, principalement en raison de leurs implications
importantes dans la physiopathologie humaine. Le nombre d'inhibiteurs, de modulateurs
allostériques et d'agonistes biaisés des RCPG ne fait qu'augmenter, leurs principales
indications concernant le diabéte, la maladie d’Alzheimer et différents autres troubles du
fonctionnement du systéme nerveux central (Hauser et al., 2017). La modulation
pharmacologique de l'activité des récepteurs olfactifs cérébraux, au vu de leurs implications
physiopathologiques probables, est une piste thérapeutique extrémement prometteuse.
Toutefois, elle demeure encore plutét lointaine du fait de la méconnaissance de leurs
fonctions. Cette perspective encourage cependant la nécessité de multiplier les études qui

permettront leur caractérisation extensive.
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Résumé - Summary

Longtemps considérés comme cantonnés aux seuls organes sensoriels de la face, les chimiorécepteurs - gustatifs, phéromonaux et
olfactifs - ont été mis en évidence dans de nombreux tissus et organes, notamment le pancréas, les muscles et le cerveau. Leur étude
a permis de découvrir qu'ils y jouent des rdles variés : régulation du métabolisme et de la prolifération cellulaire ou encore recrutement
du systéme immunitaire. Cependant, au niveau cérébral, leur fonction demeure énigmatique. Ce travail de thése s’est focalisé sur
deux aspects : 1) la description systématique de tous les chimiorécepteurs d'origine rhino-laryngée au niveau du cerveau humain et
2) la caractérisation de I'expression de deux récepteurs olfactifs cérébraux chez des souris sauvages ou transgéniques mimant la
maladie d'Alzheimer. A 'aide d’outils bio-informatiques et de biologie cellulaire et moléculaire, il a été permis de démontrer que :

e Lestranscrits des génes codant pour les récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs sont tous exprimés au niveau du cerveau
humain, principalement au niveau du systéeme limbique.

e Leur expression s'accompagne de celle de leurs principaux partenaires canoniques de signalisation, indiquant qu'ils sont
potentiellement fonctionnels dans le cerveau.

e L'expression des ARNm des récepteurs olfactifs OIfr110/111 et OIfr544 varie dans I'hippocampe et le cortex au cours du
vieillissement pathologique des souris de type Alzheimer.

e Les récepteurs OIfr110/111 et OIlfr544 sont principalement exprimés par les neurones et co-exprimés, a la surface des
membranes cellulaires, avec leur partenaire de transduction olfactive, la protéine Gaor, renforgant l'idée qu'ils sont
potentiellement fonctionnels.

La présence et la potentielle fonctionnalité de ces familles de récepteurs suggérent la capacité du cerveau a sentir et godter son

monde intérieur, en conditions physiologiques et pathologiques. Il convient désormais d’étudier les roles et les voies cellulaires dans

lesquels sont impliqués les récepteurs gustatifs, phéromonaux et olfactifs. Parmi les pistes possibles, on peut citer la migration des
neurones néoformés, la régulation du métabolisme cérébral ou encore l'inflammation. A plus long terme, on peut envisager de

moduler I'activité de ces récepteurs et de développer des molécules thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives.

Long-thought to be exclusively confined to the sensory organs of the face, gustatory, pheromonal and olfactory chemoreceptors have

been identified in many tissues and organs, including the pancreas, muscles and brain. Herein, they can regulate cell metabolism and

proliferation or recruit the cells of the immune system. However, in the brain, their functions remains unknown. My work focused on:

1) the description of all naso-laryngeal chemoreceptors in the human brain and 2) the kinetic mapping of two cerebral olfactory

receptors in wild-type or transgenic mice mimicking Alzheimer's disease. Using bioinformatics tools, cellular and molecular biology,

my work demonstrates that:

e The transcripts of genes encoding taste, pheromone and olfactory receptors are all expressed in the human brain, mainly in the
limbic system.

e They are co-expressed with their main canonical signalling partners, indicating they are potentially functional in the brain.

e The hippocampal and cortical expression of OIfr110/111 and Olfr544 transcripts varies according the pathological stages in
Alzheimer-like mice.

e 0OIfr110/111 and OIfr544 receptors are mainly expressed by neurons and co-expressed, at the cell membrane surface, with their
olfactory transduction partner, the Gaoir protein, reinforcing the idea that they are functional.

The presence and the potential functionality of these receptor families suggest the brain is able to feel and taste its own inner world,

under physiological and pathological conditions. It is of importance to further study the roles and cellular pathways in which taste,

pheromone and olfactory receptors are involved. Putative functions include migration of newly formed neurons, regulation of

metabolism or cerebral inflammation. Further down, it could be envisioned to identify chemoreceptor agonists/antagonists in order

to treat neurodegenerative diseases.
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