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Introduction

L’odorat, un des sens fondamentaux du régne animal, intervient dans une multitude de
comportements spécifiques. Il régule notamment la préférence alimentaire, le comportement
social, et permet la reconnaissance des individus entre eux. La perception des odeurs est basée
sur des mécanismes neuronaux complexes, d’une part la reconnaissance de 1’odeur au niveau
de 1’épithélium olfactif et d’autre part son traitement neuronal.

Au début des années 1990, Lazard et al. ont montré la présence d’uridine-5’-
diphosphoglucuronosyltransférases (UGT, EC 2.4.1.17) dans I’épithélium olfactif de beeuf et
de rat. Ces enzymes impliquées dans le métabolisme des médicaments pourraient jouer un
role dans la perception olfactive des molécules odorantes en modulant leur concentration au
niveau de I’épithélium olfactif, et donc en intervenant dans I’interaction de ces molécules
avec leurs récepteurs. L’étude de ces enzymes dans les organes olfactifs et le cerveau a
plusieurs intéréts. D’une part, elle permet de mieux comprendre I'implication des enzymes
métabolisant les xénobiotiques dans I’olfaction. D’autre part, la voie nasale est une voie
alternative d’administration des médicaments. Cette voie est non invasive et permet le passage
direct de certains médicaments dans le systéme nerveux central en évitant le métabolisme
hépatique. Une meilleure connaissance du contrdle éventuel de cette voie par les enzymes du
métabolisme des médicaments permettra de valider I’utilisation d’une voie d’administration

de médicaments a action centrale par la muqueuse olfactive.
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Le travail que nous présentons ici a consisté a étudier le role des UGT dans le systéme
olfactif du rat, utilis€é comme modele animal. Nous avons, premiérement, identifié¢ les UGT
présentes dans la muqueuse olfactive (MO) par RT-PCR quantitative. Deuxiémement, nous
avons localisé les ARNm des isoformes UGT2Al et UGTIAG6 dans la MO et les bulbes
olfactifs (BO) par hybridation in situ. Enfin, les activités de glucuronoconjugaison envers de
nombreux substrats (molécules odorantes, catéchols et anti-inflammatoires non-stéroidiens
(AINS)) a été étudiée, par chromatographie sur couche mince, dans des homogénats
cellulaires de MO, de BO et de cerveau.

Bien que les activités de glucuronoconjugaison trouvées dans le cerveau soient faibles,
elles ne sont pas négligeables. Par ailleurs, la toxicité ou l’efficacité de xénobiotiques se
retrouvant dans le SNC peut €tre modulée par la glucuronoconjugaison cérébrale. Nous avons
donc déterminé sur un modele in vitro, I’ astrocyte en culture, le métabolisme de catéchols qui
sont des neurotransmetteurs ou des médicaments dopaminergiques, et d’AINS, molécules
passant la barri¢re hématoencéphalique (BHE) par simple diffusion et pouvant pénétrer ainsi

dans le systéme nerveux central.
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Aprés avoir fait la description du systeme olfactif et expliqué la perception des odeurs,
nous détaillerons le métabolisme des xénobiotiques en particulier celui des UGT et enfin nous

présenterons les différentes familles de molécules étudiées.

1. LE SYSTEME OLFACTIF

L’odorat joue un rdle important pour la plupart des animaux parce qu’il leur permet de
communiquer efficacement et d’interpréter les informations fournies par I’environnement
(présence de nourriture, d’eau, de prédateur...). Chaque individu a une odeur particuliére,
déterminée génétiquement, et peut reconnaitre un grand nombre d’odeurs différentes: le
systeme olfactif de ’Homme peut en reconnaitre environ 10 000. Ces odeurs déclenchent des
réactions émotionnelles et cognitives variées. Deux régions sensorielles distinctes, la
muqueuse olfactive et I’organe voméronasal, assurent la perception olfactive. Néanmoins, les
signaux chimiques qu’ils pergoivent et les protéines impliquées dans la réception et la
transduction du signal sont différents. De plus, les réseaux neuronaux pour chacun de ces
deux organes sont indépendants et ne se projettent pas dans les mémes régions du systeme
nerveux central (SNC). Lors de la prise d’aliments, quatre saveurs seulement sont détectées,
le salé, le sucré, I’amer et 1’acide. Quand les aliments sont dans la bouche, des substances
volatiles se dégagent du fait de I’élévation de température et du broyage lors de la
mastication. Les odeurs passent dans le rhino-pharynx qui relie les cavités orales et nasales, et
atteignent 1’épithélium olfactif. Tout ce qui pénétre dans la bouche est pergu olfactivement.
C’est ce qu’on appelle la rétro-olfaction (Brouard, 1992). Chez les mammiferes, la détection
des odeurs se fait dans la partie postérieure du nez ou se trouve 1’épithélium olfactif. Un

signal électrique est alors transmis vers les bulbes olfactifs puis vers le cerveau (Figure 1).
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Figure 1: Le systeme olfactif de I'homme.
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1.1. La muqueuse olfactive

La MO est le siege de la perception des molécules odorantes. Chez la majorité des
vertébrés, I’organe qui abrite la muqueuse olfactive est pair. Chez le poisson, le dispositif est
variable : il se trouve parfois dans des excroissances céphaliques ou protégé dans des cavités
tubulaires organisées différemment et ouvertes vers 1’extérieur par des narines parfois
contractiles. L’anatomie est plus réguliére chez les autres vertébrés. La cavité nasale s’ouvre
vers ’environnement a 1’avant par la narine et communique a l’arriere avec le carrefour
nasopharyngien par le choane. Un plancher osseux constitué par la lame horizontale du
palatin sépare la cavité nasale de la cavité buccale. Le septum nasal est une paroi médiane qui
sépare les deux cavités nasales. Le nez est composé de structures cartilagineuses complexes
appelées turbines ou conques. Les nasoturbines et les maxilloturbines, toutes les deux dans la
partie antérieure du nez, sont couvertes de la muqueuse respiratoire. Les ethmoturbines,
localisées postérieurement aux nasoturbines et maxilloturbines, sont recouvertes de la
muqueuse olfactive. La MO occupe ainsi une partie de la cavité nasale, logée dans des sacs ou
des chambres olfactifs, ou portée par des plis ou des enroulements osseux de forme et de
nombres variables (les cornets) qui augmentent la surface d’échange avec 1’air, ou I’eau chez
les animaux aquatiques. La MO est recouverte d’une couche de mucus qu’elle sécrete, et
comporte un épithélium olfactif et une sous-muqueuse, séparés par une lame basale (lamina
propria). Chez les mammiféres, elle se distingue de la muqueuse respiratoire par sa couleur
jaune-brun due a des pigments différents (mélanine, caroténoides). Le territoire de la
muqueuse olfactive est plus ou moins contourné et plus ou moins étendu selon les vertébrés.
Ceux-ci ne sont pas égaux olfactivement. Chez ’homme, la cavité nasale renferme trois
cornets étagés. La muqueuse olfactive est localisée sur le cornet supérieur, sur le toit de la
cavité nasale et sur la face médiane du septum nasal qui fait face au cornet supérieur. Sa
surface est d’environ 2 cm? (Figure 2). Chez le rat, les cornets sont repliés et contournés. La
surface recouverte de muqueuse olfactive peut atteindre plusieurs dizaines de cm?® La cavité
subdivisée permet plusieurs trajets possibles a Iair inspiré.

L’épithélium olfactif est une forme modifiée de I’épithélium respiratoire, c’est un
épithélium pseudo-stratifi€é composé de trois types de cellules : les neurones olfactifs, les
cellules de soutien et les cellules basales (Holley et Mc Leod, 1977). Dans I’épithélium
olfactif, on trouve plusieurs glandes qui sécrétent le mucus dont les glandes de Bowman. Les
glandes de Bowman sont situées dans la sous-muqueuse et leurs conduits traversent

I’épithélium olfactif pour s’ouvrir a la surface de celui-ci (Figure 2 et Figure 3). Le mucus se
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présente comme un milieu aqueux a deux phases. La couche superficielle est trés liquide et
composée chez 'homme de 95 % d’eau, de glycoprotéines, d’immunoglobulines et de sels
organiques. La couche inférieure est plus visqueuse. Le mucus olfactif semble remplir
plusieurs fonctions dont un rble dans la défense immunitaire due 2 la présence
d’immunoglobulines (Getchell e al., 1991). Il peut capter des microparticules présentes dans
I’air inspiré puis les éliminer par écoulement (Merkus et al., 1998). Le mucus humecte la face
externe de la membrane olfactive et constitue une barriere hydrophile pour les substances
odorantes dont la plupart sont hydrophobes. Plusieurs types de protéines, en particulier les
« odorant binding proteins » ou OBP et I’olfactomédine, ont été détectés dans le mucus. Les
OBP, protéines qui se lient aux molécules odorantes, prendraient en charge ces molécules
pour les présenter aux récepteurs olfactifs. Mais les mécanismes moléculaires mis en jeu lors
de ces processus restent théoriques. L’olfactomédine est une protéine qui a une analogie de
séquence avec la molécule d’adhésion nerveuse, N-CAM, et pourrait ainsi contribuer au

développement des neurones olfactifs (Yokoe et Anholt, 1993).

Lobe frontal du cerveau Neurofibres

) du tractus offactif Celiule mitrale Bulbe olfactit
/Tractus olfactif

Lame cribiée
de Fethmoide

Chorion
(tissu conjonctif}

2 } Epithélium de fa
- T4

région olfactive

Epithélium de la Cils offactifs
région olfactive de la cellule olfactive

™ Couche de mucus

Cellule de soutien
Cellule basale

Trajet de Pair inspiré
Contenant des molécules E
de substances odorantes

1 Celiule olfactive

Glande offactive
(a) (b)

Figure 2 : Structure de la muqueuse olfactive. (a) situation de I'épithélium de la région olfactive dans la
partie supérieure de la cavité nasale; (b) agrandissement montrant la composition cellulaire de
'épithélium de la région olfactive et le trajet des neurofibres du nerf olfactif & travers la lame criblée de
I'éthmoide, jusqu’a leurs synapses dans le buibe oifactif sus-jacent.
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Figure 3 : Représentation de la muqueuse olfactive

1.1.1. Les neurones olfactifs

Les cellules olfactives sont des neurones bipolaires qui sont en connexion directe avec
I’extérieur de I’organisme et le cerveau. A I’extrémité de chacun des neurones, au niveau de la
surface apicale libre, les dendrites se terminent par des cils possédant des récepteurs olfactifs.
Ces cils essentiellement immobiles chez les mammiféres baignent entierement dans le mucus.
Leur nombre et leur taille varient selon les espéces. La présence de cils augmente la surface
réceptrice facilitant ainsi le contact des molécules odorantes se trouvant dans I’air avec les
neurorécepteurs (Marieb, 1993). Les axones fins non myélinisés qui partent des corps
cellulaires des neurones olfactifs traversent la sous-muqueuse. Ils se regroupent alors par
dizaines et sont fasciculés par des cellules engainantes. Cette myéline olfactive est
particuliere. Elle rassemble les caractéristiques immunocytochimiques des cellules
astrocytaires et des cellules de Schwann puisqu’elle exprime la protéine fibrillaire acide de la
glie (GFAP) typique des astrocytes et la protéine S-100 spécifique des cellules de Schwann
(Barber et Dahl, 1987 ; Barber et Lindsay, 1982). Les faisceaux axonaux non myélinisés
traversent la lame criblée de ’ethmoide. Ils constituent le nerf olfactif et atteignent les
glomérules du bulbe olfactif sans se ramifier (Holley et Mc Leod, 1977). Les neurones
olfactifs transmettent ainsi leur message aux neurones de second ordre dont les corps
cellulaires sont situés dans le bulbe olfactif. Les neurones de la MO sont les seuls en contact
direct avec I'extérieur de I'organisme. Leur durée de demi-vie est d’environ 20 jours. Ils

entrent alors spontanément en apoptose par un processus encore mal connu et sont les seuls
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neurones avec ceux des BO capables de se régénérer a partir de cellules basales (Deckner et
al., 1997 ; Kato et al., 2001). Le processus d’apoptose permet de maintenir un équilibre entre
la prolifération et la mort neuronale (Jourdan et al., 1997 ; Jones et Rog, 1998). Ces cellules
subissent I’apoptose & tous les stades de différenciation : précurseur neuronal, neurone olfactif

immature ou mature (Holcomb et al., 1996).

1.1.2. Les cellules de soutien

Les cellules de soutien ou cellules sustentaculaires forment de minces colonnes qui
s’étendent de la surface a la lame basale sur laquelle elles reposent. Leur surface apicale porte
des microvillosités et certains portent des cils mobiles favorisant la circulation du mucus
(Holley et Mc Leod, 1977). Elles sont moins nombreuses que les neurones olfactifs. Leur
fonction est mal comprise mais ces cellules semblent servir de support mécanique aux cellules
réceptrices, elles les maintiennent les unes contre les autres. Elles contribuent aussi 2 la

régulation de I’environnement des neurones olfactifs.

1.1.3. Les cellules basales

Les cellules basales sont petites, coniques et situées dans la partie profonde de
Pépithélium olfactif. Deux types cellulaires sont distingués par leurs caractéristiques
morphologiques et topographiques : les cellules horizontales et les cellules globulaires. Les
cellules horizontales sont en contact avec la lame basale alors que les cellules globulaires sont
plus volumineuses et plus superficielles. Ces cellules basales générent des neurones olfactifs
qui remplacent ceux qui sont détruits. Chez la souris, la durée de vie d’un neurone olfactif est

de I’ordre de 30 a 90 jours (Mackay-Sim et Kittel, 1991).

1.2. L’organe voméronasal

L’organe voméronasal est un organe chémorécepteur enfermé dans une capsule
cartilagineuse. Il s’ouvre par une conduite a la base de la cavité nasale et, est séparé de
I'épithélium olfactif principal. Cet organe est spécialisé dans la détection des phéromones.
Les phéromones sont un type d’hormone servant a la communication entre membres d’une
méme espéce. C’est un signal chimique spécifique produit par un animal, qui constitue un

message qui va induire des comportements particuliers, chez d’autres animaux de la méme

11
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espece, en relation avec la défense du territoire, le comportement social, et surtout
I’accouplement et la reproduction. Chez ’homme, les phéromones ont un rdle moins
important que chez les animaux car 1’organe voméronasal est trés peu développé. Cette
communication hormonale produit des comportements programmés génétiquement, les
hormones jouant un role dans la sexualité étant la prolactine, le lulibérine, et la progestérone.
Les neurones sensoriels de 1’organe voméronasal sont bipolaires comme ceux de
1’épithélium olfactif principal mais I’information sensorielle prend une voie différente de celle
générée dans celui-ci. Les neurones de 1’organe voméronasal envoient leur axone vers le
bulbe olfactif accessoire qui envoie a son tour des projections vers 1’amygdale et
I’hypothalamus. Les aires de I’hypothalamus activées régulent les comportements de
reproduction, de défense ainsi que les sécrétions neuroendocrines. L’ activation de I’organe
voméronasal va donc modifier les comportements sociaux et/ou sexuels et aussi les
changements neuroendocriniens (Keverne, 1999 ; Brennan, 2000). Deux études montrent
I’importance des phéromones sur notre comportement sexuel. Une premiére expérience a été
menée sur un groupe de femmes a qui I’on a demandé de s’asseoir sur le siege de leur choix
dans une salle d’attente. Au préalable, 1’un de ces si¢ges avait ét€ pulvérisé de phéromones
maéles, et 'autre, de phéromones femelles. La grande majorité des femmes a instinctivement
préféré le siege pulvérisé avec les phéromones males et évité trés nettement le siége pulvérisé
avec les phéromones femelles. La deuxieme étude a montré que les femmes
« synchronisent », aprés un moment d’adaptation, leur menstruation quand elles se trouvent
dans le cadre d’une collectivité féminine comme un couvent ou lorsqu’elles partagent le
méme logement. Les chercheurs ont démontré que des phéromones sécrétées par des glandes
situées dans les aisselles provoquaient un changement systématique de ’ovulation et du

moment des régles de celles exposées a ces substances (Stern et Mc Clintock, 1998).

1.3. Le systeme trigéminal

La plupart des odeurs ont la potentialité de stimuler directement ou indirectement les
fibres nerveuses du nerf trigéminal localisé a I'intérieur du vestibule nasal. Ces odeurs vont
produire une sensation d’irritation, de chatouillement, de brilure, de chaud, de froid ou de
picotement. Les stimuli vont étre traités dans le thalamus et le cortex somatosensoriel. Le

systéme trigéminal et olfactif interagissent au niveau du SNC (Savic, 2001). De plus, il a été
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suggéré que le systeéme trigéminal puisse moduler I’activité des neurones olfactifs par un

réflexe d’axone local impliquant la libération de substance P (Bouvet et al., 1987)

1.4. Les bulbes olfactifs

Les bulbes olfactifs sont au nombre de deux chez les mammifeéres et se situent en
avant du cerveau. Le BO a une structure laminaire de symétrie sphérique (Figure 4). II
contient des deutoneurones (cellules mitrales et cellules a panache), des interneurones
(cellules périglomérulaires, cellules granulaires et cellules a axone court) et des axones

d’origine extra-bulbaire.
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Figure 4 : Anatomie du bulbe olfactif de rongeur. ONL: couche du nerf olfactif; GL: couche
glomérulaire ; EPL : couche plexiforme externe; MBL : couche de cellules mitrales ; IPL : couche
plexiforme interne ; GRL : couche granulaire.
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Les axones des neurones olfactifs atteignent les BO en traversant la paroi criblée de
I’ethmoide. La projection des neurones olfactifs sur les BO est ipsilatérale et suit une
organisation topographique. Une partition suivant les axes dorso-ventral et médio-latéral a été
décrite dans 1’épithélium olfactif du rongeur (Astic et Saucier, 1986 ; Schoenfeld et al., 1994).
Cette partition en quatre zones est conservée dans le BO et les projections axonales des
neurones olfactifs se font respectivement de zone a zone. Cette projection régiono-régionale
de I’épithélium au BO a été€ confirmée par immunohistochimie en utilisant un anticorps dirigé
contre la molécule d’adhésion cellulaire olfactive, O-CAM (Yoshihara et Mori, 1997)
(Figure 5).

(a) (b)

2D\
PSS

D

Figure 5 : Organisation topographique et projection régiono-régionale de I'épithélium olfactif vers les
bulbes olfactifs. (a), coupe coronale d’un épithélium olfactif ; (b), coupe coronale du bulbe olfactif. Le
schéma montre la partition de I'épithélium olfactif en quatre zones suivant les axes dorso-ventral et
médio-latéral. La projection vers le bulbe des axones des neurones récepteurs olfactifs s’effectue de
zone & zone. DL : dorso-latéral; DM : dorso-médian; VM : ventro-médian; VL : ventro-latéral .
D’aprés Schoenfeld et al., 1994.

Les connexions synaptiques €pithélio-bulbaires s’effectuent dans une région du bulbe
appelée glomérule. Chez le rongeur, il a été dénombré environ 2000 glomérules bien
individualisés (Shepherd, 1994). L’organisation de I’entrée des axones des neurones olfactifs
dans les glomérules implique une convergence de ces axones. La couche la plus superficielle
du BO est formée par les fibres des neurones olfactifs qui se dirigent vers leur point de
pénétration dans les glomérules. La couche glomérulaire se localise immédiatement en
dessous de cette couche. Les glomérules sont entourés par les corps cellulaires de petits

interneurones, les cellules périglomérulaires, dont le tronc dendritique pénétre dans le
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glomérule et dont ’axone s’étend latéralement vers les glomérules voisins. La région
périglomérulaire contient également des cellules a axone court dites superficielles. La couche
plexiforme externe est traversée par les dendrites primaires des cellules mitrales qui se
dirigent vers la couche glomérulaire et contient entiérement les dendrites secondaires de ces
mémes cellules. C’est dans cette couche que s’effectuent les interactions synaptiques entre les
deutoneurones et les cellules granulaires sous la forme de synapse dendro-dendritiques. Elle
renferme également les corps cellulaires des cellules a panache. La couche des cellules
mitrales est mince et bien individualisée chez les vertébrés supérieurs. Immédiatement en
dessous des somas des cellules mitrales se trouve la couche plexiforme interne. Elle est
traversée par les dendrites des cellules granulaires, les axones des deutoneurones et par les
fibres a direction tangentielle. La couche des cellules granulaires contient les corps cellulaires
des interneurones bulbaires, les cellules granulaires disposées en strates ainsi que des cellules
a axone court dites profondes. Enfin, une couche périventriculaire limite le ventricule olfactif.
Les axones des cellules mitrales et une partie au moins des cellules a panache prennent alors
une direction caudale pour former le tractus olfactif latéral. Les fibres nerveuses olfactives
vont se projeter directement dans les zones primitives du cortex cérébral. Ces zones sont
regroupées sous le nom de cortex olfactif. Chacune des couches décrites est homogene dans
toute son étendue (Holley et Mc Leod, 1977) (Figures 4 et 6).

Figure 6: Relation entre I'épithélium olfactif et le bulbe olfactif et organisation interne du bulbe. R :
récepteurs; LCE: lame criblée de [I'éthmoide; GI: glomérules; M: cellules mitrales ;
PG : interneurones périglomérulaires; G : cellules granulaires ; FC : fibres nerveuses centrifuges.
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1.5. Le systéme nerveux central

Le SNC, centre d’interprétation et d’intégration des échanges sensoriels entre
P’organisme et I’environnement, est composé de trois principales familles de cellules : les

neurones, les cellules endothéliales et les cellules gliales.

1.5.1. Les neurones

Les neurones sont les cellules excitables du SNC et d’organes sensoriels comme la
MO. IIs génerent et transmettent des informations sous forme de potentiels d’action. Cette
propriété est due a la présence de systéme de synthése et de libération de neurotransmetteurs,
a la présence de récepteurs, & I’ouverture de canaux ioniques et a ’activation de nombreux
messagers secondaires. Les neurones du SNC ne se régénérent généralement pas lorsqu’ils

sont détruits. Ils sont alors remplacés par les astrocytes qui entrent en phase de prolifération.

1.5.2. Les cellules endothéliales cérébrovasculaires

Les cellules endothéliales cérébrovasculaires participent & la constitution de la barriére
hématoencéphalique (BHE). Elles sont soudées entre elles par des jonctions serrées
contrairement aux cellules des autres capillaires sanguins, et forment ainsi une barriére
physique qui régule et contrdle les échanges entre le sang circulant et I’espace extracellulaire
(Figure 7). Ces cellules possédent des propriétés sélectives et restrictives de perméabilité, des
activités enzymatiques capables de métaboliser les précurseurs directs des neurotransmetteurs
ainsi que des systemes de transport actif trés efficaces, responsables de la résistance a de

nombreux médicaments (« multidrug resistance »).
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Figure 7 : Représentation d’une cellule endothéliale cérébrale, d’apres Goldstein et Betz (1986).

1.5.3. Les cellules gliales

Les cellules gliales sont, dans le SNC, environ deux fois plus nombreuses que les
neurones. Elles occupent I’espace laissé libre entre les neurones et leurs prolongements, et
s’interposent entre les cellules nerveuses et les vaisseaux sanguins. Les cellules gliales sont
divis€es en deux groupes: la microglie et la macroglie. Les cellules de la microglie sont
activées en réponse 2 une agression, une infection ou une maladie du SNC. Elles joueraient un
rOle immunitaire pour le cerveau. Astrocytes, oligodendrocytes, cellules de Schwann et
cellules épendymaires sont les principaux éléments cellulaires de la macroglie. Ces cellules
participent au développement, au fonctionnement et a la réponse aux agressions du systéme
nerveux. Les cellules gliales, en particulier les astrocytes, jouent un rdle nutritionnel,
fonctionnel et protecteur envers les neurones en métabolisant les xénobiotiques et en les
protégeant contre le stress oxydant (Wilson, 1997). Elles ont la plus forte activité métabolique
envers les xénobiotiques des trois types cellulaires cérébraux (Suleman et al., 1998), ce qui
explique le choix de ces cellules pour les études de caractérisation de la glucuronoconjugaison

cérébrale.

1.5.3.1. Les astrocytes

Les astrocytes sont présents dans I’ensemble du SNC. Ce sont des cellules étoilées
envoyant de fins prolongements, souvent terminés par des parties élargies en contact avec de

nombreux éléments cellulaires dont les neurones et les cellules endothéliales des capillaires

17



Etude bibliographique

sanguins (Figure 8). La principale caractéristique ultrastructurale des astrocytes est la
présence de gliofilaments et de grains de glycogene dans le cytoplasme de leurs somas et de
leurs prolongements. Les gliofilaments sont composés d’une protéine spécifique des
astrocytes : la protéine fibrillaire acide de la glie (GFAP). Cette protéine permet

I’identification des astrocytes par immunohistochimie.

Il existe deux principaux types d'astrocytes, soit impliqués dans les contacts du
parenchyme nerveux avec le milieu extérieur (type I), soit jouant un r6le dans la transmission
des influx nerveux (type II).

Les astrocytes de type I constituent la fronticre entre le parenchyme nerveux et son
environnement, construisant ce qu'on appelle la glie limitante (glia limitans) en rapport avec
les méninges et entourant tous les espaces périvasculaires. A ce niveau fronti¢re, les "pieds
astrocytaires" sont jointifs, formant un étui continu entourant complétement les capillaires

1eure 9). Leur face externe est recouverte d'une lame basale qu'ils produisent
g q p

Extension pédiculée de l'astrocyte

. Capillaire

Astrocyte fibreux

Neurone

Figure 8 : Représentation d’un astrocyte dans son environnement.

Les astrocytes jouent un réle de protection des neurones. La séparation entre le SNC et
le milieu extérieur (sang) est stricte, mais la frontiere n'est pas étanche. Il est donc probable
que les astrocytes seraient impliqués a ce niveau dans des fonctions d'échanges trés sélectives
(Peschanski et al., 1992). Les pieds astrocytaires participent, surtout sur 1’aspect métabolique,
a la fonction de BHE constituées par les cellules endothéliales (El Bacha et Minn, 1999).

Enfin, les astrocytes assurent le développement ainsi que le maintien de plusieurs caracteres
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phénotypiques des cellules endothéliales cérébrales en leur fournissant divers facteurs de
croissance ou de différenciation (Hammond et Tritsh, 1990 ; Abbruscato et Davis, 1999).

Les astrocytes de type II entrent en contact direct avec les neurones, soit au niveau de la
membrane somato-dendritique, soit au niveau des nceuds de Ranvier. IIs jouent un rdle dans le
processus de myélinisation. De plus, ils semblent intervenir dans la régulation de la
composition du milieu extracellulaire, et ainsi seraient impliqués dans la régulation de la
transduction des messages (Peschanski er al., 1992). En effet, les astrocytes coopérent avec
les neurones au niveau des synapses chimiques en éliminant les neurotransmetteurs de la fente
synaptique. Lorsque ces neurotransmetteurs sont captés, ils sont soit dégradés dans le

cytoplasme, soit relargués dans la fente synaptique (Hammond et Tritsh, 1990).

Paroi artériole

Pieds astrocytaires

Synapses
enveloppées d'astrocytes

Figure 9 : Représentation spatiale des relations entre astrocyte, capillaire et neurone. 1: pieds
astrocytaires ; 2 : paroie artériole ; 3 : corps astrocytaire ; 4 : synapse enveloppées d’astrocytes.

Les astrocytes jouent un role encore mal connu dans la réponse du parenchyme
nerveux aux agressions. Schématiquement, si des neurones sont détruits lors d'une agression
ou lors du vieillissement cérébral, les astrocytes proliférent pour prendre leur place (Mandell
et al., 2001). A ce moment, les astrocytes subissent une transformation phénotypique dont les
principales caractéristiques sont une croissance considérable des prolongements et la

production de gliofilaments (Peschanski et al., 1992).
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1.5.3.2. Les oligodendrocytes et les cellules de Schwann

Les oligodendrocytes et les cellules de Schwann sont responsables, respectivement, de
I’environnement axonal dans le SNC et dans les nerfs périphériques. Les oligodendrocytes
fournissent aux neurones certains éléments nécessaires a leur métabolisme. Les
oligodendrocytes et les cellules de Schwann participent a la transmission des influx en
formant les gaines de myéline autour des plus gros axones. Ces cellules jouent également un
role dans les réponses du systtme nerveux a une lésion axonale. Les nerfs périphériques
coupés peuvent, dans certaines limites, repousser et ré-inerver les zones désafférentées, ce
n'est pas le cas dans le SNC. Cette régénération axonale semble due, non pas aux propriétés
spécifiques des neurones, mais aux environnements différents créés par les oligodendrocytes

ou par les cellules de Schwann. Les oligodendrocytes matures empéchent la repousse axonale

alors que les cellules de Schwann la favorisent (Peschanski et al., 1992).

1.5.3.3. Les cellules épendymaires

Ces cellules tapissent les ventricules cérébraux et le canal central de la moelle
épinie¢re. Dans ces cavités, elles forment un épithélium continu et hétérogene parce qu’elles
sont de plusieurs types. Les deux grands types de cellules épendymaires sont celles des plexus
choroides et les cellules épendymaires extrachoroidiennes qui comprennent les cellules
épendymaires ciliées et les tanycytes. Les cellules épendymaires ont en commun une polarité
bien définie : un c6té apical ou luminal en contact avec le liquide céphalorachidien (LCR) o
se situe des cils ou des microvillosités selon le type de cellule, et un c6té basal ou
subépendymal qui repose sur une lame basale. Les cellules épendymaires sont unies les unes
aux autres par des complexes jonctionnels situés du coté de leur pdle apical. Les jonctions
assurent la cohésion de I’ensemble de I’épendyme. Les cellules épendymaires contrdlent et

permettent le passage de substances du liquide céphalorachidien dans le tissu nerveux.

1.5.4. Traitement de linformation olfactive dans le systéme

nerveux central

Les voies nerveuses olfactives qui partent du récepteur périphérique situé dans
I’épithélium olfactif jusqu’au cortex frontal sont courtes et pratiquement directes. La
perception olfactive peut étre différente suivant les odeurs, les sujets et les méthodes utilisées
dans les mesures. Deux valeurs de seuils sont reconnues : le seuil de détection et le seuil de

reconnaissance. Le seuil de détection correspond a la sensibilité olfactive : le sujet signale la
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présence de 1’odeur mais ne ’identifie pas. Le seuil de reconnaissance est plus élevé : les
qualités du stimulus sont perceptibles et le sujet peut identifier I’odeur. Dans ce cas, le
traitement cognitif des odeurs se trouve associé a de nombreux autres systémes (émotion,

mémoire, langage...).

Un certain nombre d’études examine les modifications électroencéphalographiques
induites par des stimulations odorantes chez 1’homme. L’étude de Moncrieff (1962) est
I’approche la plus basique pour I’application des techniques électroencéphalographiques. 11
enregistre les électroencéphalogrammes (EEG) a I’aide d’électrodes placé de fagon bilatérale
sur des sujets a qui il présente différentes odeurs. Les études suivantes dérivent de celle de
Moncrieff mais le nombre d’électrodes augmente, ce qui permet une meilleure précision des
mesures (Martin, 1998 ; Lorig, 2000).

Les développements de I’imagerie cérébrale permettent désormais de repérer les zones du
cerveau qui s’activent quand un sujet sent une odeur. Les techniques d’imagerie cérébrale, en
particulier la tomographie a émission de positrons (TEP) et I’imagerie par résonance
magnétique (IRM), sont de plus en plus utilisées dans 1’étude des processus olfactifs. Les
résultats des travaux publiés montrent la complexité des structures impliquées dans les
processus li€s au traitement de I’information olfactive. La TEP mesure les changements du
flux sanguin cérébral régional par la technique de bolus en H,'*O. Comme le flux sanguin
cérébral augmente avec l’activation neuronale, ce flux permet d’obtenir un index des
changements dynamiques de ’activité neuronale. La TEP permet une excellente visualisation
de I’activité dans le lobe frontal et dans le lobe temporal central. Les études de TEP suggerent
que les différentes subrégions olfactives sensibles du cortex orbitofrontal doivent avoir
différentes fonctions. Par exemple, le cortex orbitofrontal central droit semble jouer un role
dans la mémoire au niveau de la reconnaissance. Dans deux études séparées de TEP, le cortex
orbitofrontal central droit est activé quand on demande aux sujets de juger des molécules
odorantes familieres. Par contre, le cortex orbitofrontal central gauche doit étre impliqué dans
les jugements hédoniques (par exemple odeurs plaisantes et déplaisantes) (Zald et Pardo,
2000 ; Royet et al., 2001). La structure anatomique d’un cerveau humain vivant peut étre
visualisée en utilisant ’IRM et en particulier I’'IRM fonctionnelle (IRMf). L’IRMf relate les
changements, dans le cerveau, de la quantité d’hémoglobine oxygénée. Ces changements
accompagnent la stimulation sensorielle ou les changements neuronaux lors des états
cognitifs. L IRMT a plusieurs avantages par rapport a la TEP : elle est plus accessible, moins

coliteuse et surtout ne nécessite pas une exposition aux radiations. L’IRMf a aussi quelques
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inconvénients comme la possibilité de nombreux artéfacts au niveau des régions temporales et
frontales du cerveau qui empéchent les mesures (Zald et Pardo, 2000). Kobal et Kettenmann
(2000) ont réalisé une étude par IRMf de cerveaux totaux en délivrant a des sujets de la
vanilline par bolus dans une narine. Les mesures d’IRMf montrent une activation significative
du gyrus orbitofrontal, du rectus gyrus, du lobe temporal, de 1a région frontale latérale et de la
région frontale médiane. Des différences entre 1’activation des hémisphéres gauche et droit
ont été observées, les auteurs trouvant un plus fort pourcentage de pixels activés dans

I’hémisphere droit pour les lobes temporal et frontal latéral.

Les études sur des sujets présentant des 1ésions au niveau des aires de traitement de
I’information olfactive (épilepsie, 1ésions cérébrales...) permettent de mieux comprendre les
zones impliquées dans la détection des odeurs. Les résultats de ces études sont néanmoins
souvent contradictoires méme si quelques convergences apparaissent. En effet, il semble que
si les deux hémispheres sont impliqués dans les processus olfactifs, il est probable que 1’un est
prédominant par rapport a I’autre. De nombreuses études suggerent que I’hémisphére droit ait
un rdle plus important dans le traitement de I’information olfactive mais la dominance n’est

pas clairement établie.

1.6. Transmission du signal olfactif

1.6.1. Les molécules odorantes

Une molécule odorante est une petite molécule dont la masse moléculaire est
généralement inférieure a 200 grammes par mole. Celles qui ont une masse moléculaire
supérieure a 300 grammes par mole sont plutdt rares. Une molécule est odorante si elle peut
activer les récepteurs olfactifs, recouverts de mucus. Il faut donc que ces molécules soient
solubles dans celui-ci, mais la plupart des molécules odorantes sont hydrophobes. Pour pallier
ce probleéme, ils existent des protéines, les OBP, qui permettent aux molécules odorantes de
traverser le mucus. Les molécules odorantes ont des structures trés variées et appartiennent a
six groupes différents d’un point de vue chimique :

» Les composés aliphatiques

» Les terpénes acycliques

» Les terpénes cycliques

» Les phénols et leurs dérivés
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» Les hétérocycles oxygénés et sulfurés

» Les hétérocycles azotés et sulfurés
De nombreux dérivés du benzeéne sont des composantes de parfums, par exemple les
composants des odeurs de cannelle, de miel, de rose... Les cycles benzéniques (ou
aromatiques) substitués présentent des odeurs de vanille ou de clou de girofle par exemple.
Les molécules approximativement sphériques sont des odeurs camphrées. L’ail se caractérise
par la présence de substances soufrées originales (I’alliine ou sulfoxyde d’allylcystéine),

responsables de son odeur et de sa saveur typées.

Une propriété générale des molécules organiques est leur chiralité. Trés souvent, les
deux formes, images ’'une de l'autre dans un miroir, se distinguent par leur odeur. Le
limoneéne gauche a une odeur de citron alors que le limonéne droit a une odeur de mandarine.
Cette odeur différente s’explique par le processus olfactif. Les interactions entre les molécules
odorantes et les récepteurs qui caractérisent les réactions chimiques sont de faible énergie
(force de van der Waals, interactions hydrophobes) et sont stéréospécifiques. L’odeur n’est
donc pas systématiquement déterminée par les fonctions chimiques d’une molécule. Le
stimulus provient d’une combinaison stérique particuliére entre le récepteur et la molécule
odorante. La forme des molécules joue donc un rdle dans la perception des différentes odeurs

pergues.

1.6.2. Activation des récepteurs et transduction du signal

Chez les mammiferes, la détection initiale des odeurs se fait dans I’épithélium olfactif qui
tapisse les fosses nasales. La membrane des cils des neurones olfactifs contient des récepteurs
capables de générer un potentiel d’action aprés liaison d’une molécule odorante. Les cils
olfactifs baignent dans le mucus que les molécules odorantes doivent traverser avant d’aller
interagir avec un ou plusieurs récepteurs. Le mucus étant une solution aqueuse, il représente
une barriere difficile a franchir pour les substances odorantes pour la plupart lipophile. Les
molécules odorantes peuvent se lier de fagon réversible a des protéines appelées « odorant
binding protein » (OBP) trouvées dans le mucus (Tegoni et al., 2000). Les rdles de ces
protéines ne sont pas bien définis mais il semblerait qu’elles puissent concentrer et présenter
les molécules odorantes aux récepteurs olfactifs et ainsi faciliteraient I’initiation du message

olfactif. Les OBP sont des petites protéines solubles trouvées a proximité des neurones

olfactifs. Chez les vertébrés, les OBP appartiennent a la superfamille des lipocalines (Flower,
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1996). Cette famille comprend des protéines capables de transporter des molécules lipophiles
comme le cholestérol, les stéroides et le rétinol. Chez I’homme, deux OBP, hOBP Ila et
hOBP IIb, ont été identifi€ées mais il existe plusieurs sous-types (Lacazette et al., 2000). Chez
le rat, trois OBP (OBP-I, -II et un variant de I’OBP-I, OBP-IF) ont été clonées (Briand et al.,
2000). L’interaction OBP-molécule odorante n’apparait pas €tre une interaction dépendante
de I’hydrophobicité mais plutdt d’une interaction polaire et de contacts de type van der Waals
(Burova et al., 1999). La structure tridimensionnelle a pu étre étudiée par cristallographie aux
rayons X pour deux OBP bovines (Bianchet et al., 1996 ; Tegoni et al., 1996) et une OBP
porcine (Spinelli et al., 1998). Ces OBP auraient plusieurs roles (Pelosi, 1998) :

» Solubiliser et transporter les molécules odorantes lipophiles dans le mucus

» Faciliter le signal de transduction en formant un complexe reconnu par le récepteur

discrimination des odeurs)

» Capturer, dans I’espace perirécepteur, les composés toxiques et non voulus et les
transporter pour qu’ils soient dégradés par les enzymes de biotransformation
intracellulaires

» Prévenir la saturation des récepteurs en piégeant les molécules odorantes présentes en

trop forte concentration.

Les récepteurs olfactifs appartiennent a une superfamille de récepteurs a sept domaines
transmembranaires liés a une protéine G (Buck et Axel, 1991 ; Schandar er al., 1998). La
complexité du répertoire des récepteurs olfactifs est estimée a 1000 génes chez la souris et le
rat, 500 a 750 geénes chez I’homme, et 100 genes chez le poisson chat et le poisson zébre
(Mombeaerts, 1999) (Figure 10). Un récepteur olfactif va reconnaitre différentes molécules
odorantes, et une molécule odorante va reconnaitre plusieurs récepteurs. L’odeur codée est
déterminée par I’activation d’un ou plusieurs types de récepteurs olfactifs (Malnic et al.,
1999). Mais, il semble qu’un neurone olfactif n’exprime qu’un seul type de récepteur. Les
récepteurs olfactifs aux propriétés distinctes sont codés par un trés grand nombre de genes.
Les cellules réceptrices sont, individuellement, sensibles a des molécules de structures
chimiques et d’odeurs trés différentes. Mais les neurones exprimant un méme récepteur vont

converger vers les mémes glomérules.
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Figure 10 : Représentation schématique des récepteurs olfactifs a sept domaines transmembranaires
chez les vertébrés. ext : extérieur ; int : intérieur.

Le message olfactif est transmis au BO sous forme d’un signal électrique. Les
récepteurs olfactifs contrdlent plusieurs messagers intracellulaires, adénosine monophosphate
cyclique (AMPc), inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et guanosine monophosphate cyclique
(GMPc) (Breer, 1990). La fixation des molécules odorantes sur les récepteurs active des
protéines G et initie ainsi une cascade de signaux intracellulaires. Les protéines G amplifient
les réponses des récepteurs et influencent I’amplitude et les délais des signaux eux-mémes.
Elles existent sous deux états conformationnels, I'une active est liée a4 la guanidine
triphosphate (GTP) et I’autre inactive liée a la guanidine diphosphate (GDP). Dans les cellules
non stimulées, le GTP est hydrolysé par 1’activité GTPase et par conséquent la forme inactive
liée au GDP prédomine. Les protéines G présentes dans les neurones olfactifs sont des
hétérodiméres composés d’une sous-unité a liant le GDP ou le GTP et d’un complexe By
indissociable en milieu physiologique. La sous-unité o. donne son identité a la protéine G. En
liant le GTP, cette sous-unité se dissocie du complexe Py et stimule sélectivement les
protéines effectrices comme 1’adénylate cyclase (Figure 11). Les protéines G de sous-type os
stimulent 1’adénylate cyclase, celles de sous-type ai I’inhibent et Gq activent la phospholipase
C (PLC). Les neurones olfactifs expriment Gas mais surtout Golf. La protéine Golf présente
88 % d’identité avec Gas et active également 1’adénylate cyclase (Bakalyar et Reed, 1990 ;
Jones et Reed, 1989). L’activation de I’adénylate cyclase entraine la production rapide et

transitoire d’AMPc (Lancet, 1991 ; Breer et al.,1994). L’augmentation d’AMPc conduit a
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I’ouverture de canaux cationiques (Ca>*, Na") qui vont provoquer la dépolarisation de la
cellule et créer ainsi un potentiel d’action (Figure 12). Celui-ci va se propager dans les

axones, jusqu’aux bulbes olfactifs (Menini, 1999).

@ Etat de repos

®

Activation du récepteur

Activité GTPase RAcan par l'agoniste

intrinséque
Ligand : y

@ GTP Activation des protéines G
GDP par le complexe ligand-récepteur

Régulation de I'activité
des effecteurs \‘-_’_’/
Figure 11 : Schématisation du cycle d’activation des protéines-G hétérodimériques.

Comme certaines molécules odorantes ne déclenchent pas la production d’AMPc, un
deuxiéme mécanisme de transduction impliquant la production d’IP; a été proposé (Figure
12). L’activation d’une protéine G va entrainer I’activation de la PLC qui va conduire a la
production rapide et transitoire d’IP; et de diacylglycérol (DAG) a partir du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP;) membranaire. L’IP; serait généré pendant la
réponse a certaines molécules odorantes et serait le second messager pouvant mobiliser le
calcium et également provoquer la dépolarisation de la membrane. La transduction du signal
faisant intervenir I’AMPc et I’IP; ne semble pas impliquer les mémes protéines G (Schandar
et al., 1998). La protéine Golf associée a I’AMPc n’est pas sensible a la toxine de Pertussis
contrairement a celle qui conduit & la production d’IP; (Breer et al., 1994). Ces deux seconds
messagers ouvrent des canaux ioniques différents mais tous les deux changent le potentiel
membranaire et conduisent a un potentiel d’action transmis au BO. Il semblerait que ces deux
voies ne fonctionnent pas indépendamment mais qu’il existe une interaction négative : alors

que I’inhibition de la PLC conduit a une augmentation du signal AMPc induit par les
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molécules odorantes, ’activation de la voie phosphoinositol déclenche une atténuation du

taux d’AMPc (Vogl et al., 2000).

Les variations de ’homéostasie calcique jouent un rdle dans la transduction olfactive
(Restrepo et Teeter, 1990 ; Restrepo et al., 1996). Plusieurs conductances qui dépolarisent la
cellule (chlorure, cationique, potassique) sont dépendantes du Ca®* (Figure 12).

Un troisiéme mécanisme faisant intervenir la GMPc semble participer a la transduction des
odeurs. Breer et al. (1992) ont montré que I’AMPc n’était pas le seul nucléotide cyclique
inductible par les molécules odorantes dans les cils olfactifs de rats, mais que la formation de
GMPc pouvait aussi étre stimulée par ces molécules odorantes. Les propriétés du signal
provenant de la GMPc différent de celles provenant de I’ AMPc pour différents aspects :
» Le signal dépend de la force du stimulus et apparait seulement pour les stimuli forts,
comme s’il y avait une valeur de GMPc a atteindre pour déclencher sa formation.
» L’accumulation de GMPc est lente et pourrait survivre a la rapide et transitoire
élévation d’ AMPc pendant plusieurs minutes.
> La GMPc atteint des taux plus faibles que ’AMPc. La lente formation de GMPc
suggere I'implication d’un phénomene d’adaptation habituellement observé pour les
plus forts stimuli.
Le GMPc est produit par deux formes de guanylate cyclase (GC), ’une soluble et 1’autre
membranaire. La forme cytosolique est activée par les messagers gazeux comme 1’oxyde
nitrique (NO) ou le monoxyde de carbone (CO) eux-méme respectivement produits par la
NO-synthase et I’h¢me-oxygénase. La forme membranaire est activée par les ligands extra-
cellulaires (Garbers et al., 1994). Un nouveau membre de la famille des récepteurs aux GC a
été cloné. 11 est exprimé dans les cils de neurones olfactifs (Fiille et al., 1995 ; Juilfs et al.,
1997). Actuellement, il est évident qu’il existe plusieurs voies conduisant a la formation de
GMPc dans les neurorécepteurs olfactifs des vertébrés, ce qui montre un rdle fonctionnel

important pour ce systeéme de second messager dans I’ olfaction.
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Figure 12 : Les voies de transduction du signal olfactif. Les fleches épaisses représentent les
mouvements ioniques et les réactions chimiques, alors que les fleches plus fines indiquent des
régulations. Les fléches en pointillées représentent des voies inhibitrices. RO : récepteur olfactif;
CNG : canal AMPc dépendant; CCI : canal calcium dépendant,; CIP;: canal IP; dépendant; HO :
héme oxygénase ; GC-D : guanylyl-cyclase membranaire ; sGC : gquanylyl-cyclase soluble.

Les potentiels d’action créés par I’activation des messagers secondaires vont arriver au
niveau des glomérules des BO ou les terminaisons axonales des neurones olfactifs font
synapse avec les cellules mitrales. Les BO sont les premiers relais de transmission de
’information olfactive entre le nez et le cerveau. L’information est ensuite transmise des BO
vers les centres sensoriels supérieurs du cortex cérébral par le tractus olfactif latéral (Axel,
1995) (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation schématique des voies olfactives chez un mammifére. Les axones des
neurorécepteurs situés dans I'épithélium olfactif rejoignent les bulbes olfactifs. La sortie du bulbe
olfactif se projette, via le tractus olfactif latéral, sur 'ensemble d'aires télencéphaliques paléocorticales
groupées sous le nom de cortex olfactif. De 14, I'information chemine vers le néocortex fronto-orbitaire
soit par une voie directe, soit par une voie indirecte par le thalamus. Le cortex entorhinal, en continuité
avec le cortex olfactif est la voie d’entrée dans I'hippocampe. Des projections vers 'amygdale et
I'hypothalamus (non montrées) constituent d'autres accés du systéme hypothalamo-limbique. EO :
Epithélium olfactif; BO: bulbe olfactif; TOL : tractus olfactif latéral; CO: cortex olfactif; CFO
néocortex fronto-orbitaire ; CE : cortex entorhinal.

L’ épithélium olfactif est divis€ en quatre grandes régions selon les types de récepteurs
présents dans chacune d’entre elles (Mombaerts 1999). Mais les récepteurs ont une répartition
aléatoire dans chaque région. Les cibles des projections axonales des neurones olfactifs
exprimant un méme récepteur ont été visualisées par deux méthodes différentes chez le rat et
la souris, I’hybridation moléculaire et la modification génétique de souris. L’hybridation
moléculaire pour identifier les ARN de chimiorécepteurs a montré que les neurones exprimant

un méme récepteur olfactif sont connectés a un seul glomérule (Figure 14).
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Figure 14 : Schéma illustrant la projection régiono-régionale entre I'épithélium olfactif et le bulbe
olfactif chez la souris. L'épithélium olfactif est divisé en quatre zones (zones | a IV) qui se définissent
par l'expression des récepteurs olfactifs. Dans une zone donnée, les neurones récepteurs olfactifs de
I'épithélium projettent leur axone dans la zone correspondante localisée dans le glomérule (zone | a
1V). C'est la projection régiono-régionale. Les axones des neurones sensoriels exprimant un récepteur
olfactif identique convergent vers un glomérule. NC : néocortex; BOA : bulbe olfactif accessoire ;

d’'aprés Mori et al. (1999).

Les positions des glomérules sont fixes : une odeur particuliére suscite toujours la
méme activité dans le cerveau des animaux d’une espéce donnée (Ressler ef al., 1993 ; Vassar
et al., 1993 ; Mombaerts et al., 1996). D’autre part, la modification génétique de souris afin
de produire des animaux dont les neurones olfactifs possédant un type spécifique de
récepteurs sont colorés en bleu a permis de localiser les cellules. Dans les épithéliums et les
cerveaux de souris modifiées, un récepteur sur 1000 était bleu. Les axones bleus ne se
dirigeaient que vers deux des 2000 glomérules du BO. Les récepteurs activés par certaines
odeurs ne dirigent leurs axones que vers un petit nombre de glomérules. Comme les
glomérules du BO sont spécifiques des odeurs et que les positions des glomérules sont
individuellement bien définies, le BO doit former une carte bidimensionnelle qui permet au
cerveau d’identifier les récepteurs activés dans la MO. Une odeur déterminée active une
combinaison précise de glomérules dans le BO. Les signaux issus des glomérules sont alors
transmis au cortex olfactif ol I’odeur est ensuite identifiée (Mombaerts et al., 1996). Le
cortex olfactif primaire est composé du noyau du tractus olfactif latéral, du tubercule olfactif,

du noyau olfactif antérieur, du cortex piriforme, du cortex périamygdalien, du cortex
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entorhinal latéral et de la tenia tecta ventrale. Ces différentes aires sont largement
interconnectées et elles renvoient toutes des efférences centrifuges au BO. Le BO subit
également d’autres influences extrinseques de certaines régions du tronc cérébral et du
télencéphale basal. Depuis ces aires primaires, d’autres neurones transmettent I’information
olfactive vers des aires de fonctionnement variées, corticales et sous-corticales comme
I’hippocampe, [’hypothalamus, le thalamus et le cortex orbitofrontal (Brand, 1999)
(Figure 15).

r Récepteur olfactif J

l Bulbe olfactif I

——

Noyau du tractus Tubercule Noyau Cortex Cortex Cortex Ténia tecta
Olfactif latéral olfactif Olfactif piriforme périamygdalien Entorhinal ventrale
antérieur latéral
\4 \ 4
Thalamus LHypothaIamus l r Hippocampe
Noyau médio-dorsal
\ v

Figure 15 : L’'organisation du systéme olfactif d’apres Brand (1999).

1.6.3. Arrét du signal olfactif

L’arrét du signal olfactif semble faire intervenir plusieurs mécanismes (Figure 12). La
formation de second messager induite par la reconnaissance des molécules odorantes par les
récepteurs ressemble a celle des récepteurs aux hormones. Méme si les molécules odorantes
sont toujours présentes, les taux d’AMPc vont augmenter, atteindre un plateau puis retourner
a un niveau basal, ceci pendant une courte période. Ce phénoméne correspond & une

désensibilisation du systéme, due a la phosphorylation des récepteurs olfactifs. La cascade
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faisant intervenir I’AMPc serait inactivée par la protéine kinase A (PKA). Celle de I’IP; et du
DAG ferait intervenir la protéine kinase C (PKC). La désensibilisation des récepteurs serait
donc une réaction de rétrocontréle négatif via les protéines kinases qui sont activées en méme
temps que la production de messager secondaire (Breer et al., 1994 ; Boekhoff et al., 1996 ;
Gomez et al., 2000). Une autre protéine kinase, la « G-protein-coupled receptor kinase »
(GRK) semble également avoir un rdle dans 1’arrét du signal olfactif. Cette kinase
phosphorylerait les récepteurs actifs pour les rendre inactifs. La PKA pourrait phosphoryler la
GRK et la rendre ainsi active. La PKA pourrait également phosphoryler et inactiver les
inhibiteurs de la GRK (Breer et al., 1994 ; Bruch et al., 1997). Les phosphatases doivent
certainement avoir un rble important dans la réactivation des récepteurs et donc dans

I’augmentation de 1’efficacité du systéme.

La diminution du signal et son arrét peuvent étre expliqués par la diminution de
I’ AMPc et sa transformation en 5’ AMP par les phosphodiestérases. De plus, la réduction de la
réponse obtenue pendant 1’état d’adaptation semble liée a un rétrocontrdle du calcium
complexé a la calmoduline sur le canal cationique AMPc dépendant (Kurahashi et Menini,
1997). La diminution d’ AMPc empécherait la dépolarisation de la cellule et la propagation

d’un potentiel d’action.

De méme, les molécules odorantes peuvent induire la production lente et prolongée de
GMPc qui serait impliquée dans la désensibilisation et non dans les événements initiaux du
signal olfactif. La GMPc stimulerait 1’adénylate cyclase par I'intermédiaire de la protéine
kinase G (PKG). La production retardée d’AMPc due a la GMPc régulerait les réponses
cellulaires a long terme provoquées par la détection des odeurs, incluant I’expression de
génes. La GMPc interviendrait dans la cascade de régulation qui contribue & 1’adaptation
olfactive en diminuant la sensibilité des récepteurs olfactifs a des stimuli répétés (Moon et al.,
1999).

La fixation des molécules odorantes par les OBP pourrait également intervenir dans
Iarrét du signal olfactif. En effet, ces OBP peuvent fixer I’exces de molécules odorantes et les
transporter a ’intérieur de la cellule ou elles pourront étre métabolisées par des enzymes de
transformation comme les cytochromes P450 (CYP) et les UGT. Les molécules ainsi
transformées ne pourront plus interagir avec les récepteurs d’ou une diminution du signal

olfactif (Burchell, 1991).
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1.6.4. Troubles du systéeme olfactif

Les troubles olfactifs les plus fréquents sont dus a des atteintes ORL, des maladies
neurologiques ou peuvent étre provoqués par 1’absorption de nombreux médicaments. Ces
atteintes sont soient transitoires soient définitives. Plusieurs atteintes du systéme olfactif ont
été décrites. Ce sont :

> La perte totale de I’olfaction ou anosmie

» La diminution de la sensibilité envers quelques-unes ou toutes les molécules odorantes

ou hyposmie

» L’augmentation de la sensibilité envers quelques-unes ou toutes les molécules

odorantes ou hyperosmie

» La distorsion dans la perception des odeurs comme la phantosmie (hallucination

olfactive, perception d’une odeur déplaisante alors qu’aucune odeur n’est présente), la
parosmie (impression olfactive erronée en présence d’un stimulus) (Smith et Ducan,

1992) ou la cacosmie (sensation réelle ou subjective d’une mauvaise odeur).

Ces divers troubles peuvent étre totaux, affectant 1’ensemble des odeurs, ou sélectifs, ne
concernant que quelques odeurs limitées. Les patients anosmiques décrivent une perte de
gofit, alors que c’est de la perte de flaveur (sensation complexe résultant des sensations
gustatives, olfactives par rétro-olfaction, trigéminée lors de l’entrée en bouche d’une
substance odorante) dont ils sont atteints. Ils ressentent encore la chaleur, la texture, le sucré,
le salé, I’amer, I’acide d’un aliment mais ont perdu toute la finesse d’analyse qu’apporte la
flaveur, c’est-a-dire 'odorat. La perte ou la diminution de 1’odorat apparait aussi
fréquemment lors du vieillissement. Chez les personnes agées, cette diminution a des
conséquences importantes sur la qualité de vie. Elle peut réduire 1’appétit puisque la saveur
des aliments n’est plus pergue olfactivement et peut ainsi conduire & une malnutrition. Les
systeémes de défense olfactifs comme par exemple la détection de gaz butane, diminuent avec

I’age. La perte d’odorat peut donc avoir des conséquences dramatiques.

Deux origines aux troubles de 1’odorat existent : les atteintes de la transmission et celles
de la perception. Les troubles par atteinte de la transmission olfactive c’est-a-dire les atteintes
ne permettant pas aux molécules odorantes d’atteindre les cellules sensorielles apparaissent
surtout dans les pathologies naso-sinusiennes. Ces pathologies incluent les tumeurs ou les
oedémes qui constituent un obstacle pour les molécules odorantes et les altérations du mucus

lors de rhinites ou sinusites. Les troubles de I’olfaction sont alors généralement fluctuants.
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Les troubles par atteinte de perception sont observés lors de maladies, de traumatismes
craniens d’intoxication ou de prises de certains médicaments. L’atteinte olfactive a été décrite
dans de nombreuses maladies dont celles de Parkinson ou d’Alzheimer ou elle est considérée
comme un marqueur précoce de ces maladies neurodégénératives (Murphy, 1999 ; Schiffman,
1997), mais aussi I’hépatite aigué, I’insuffisance rénale, le sida, I’hypothyroidie, le diabete, la
schizophrénie, 1’épilepsie ou I’alcoolisme. Dans I’insuffisance surrénale, les patients décrivent
une hyperosmie qui régresse aprés traitement (Nores ef al., 2000). Certains médicaments dont
les AINS, la L-dopa, la morphine, les antithyroidiens (Norés ef al., 2000b), des polluants
atmosphériques, ou encore certaines interventions chirurgicales provoquent des troubles du

systéme olfactif (Schandar et al., 1998 ; Jones et Rog, 1998).

1.7. Pénétration des xénobiotiques dans le SNC

Excrétion
rénale
PEAU E
CIRCULATION \ —»

XENOBIOTIQUES —> | POUMON _ FOIE

INTESTIN SN, o
NEz | —» [ muaueuse / Excrétion

RESPIRATOIRE HE biliaire

|
[mucus

|
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MUQUEUSE
OLFACTIVE

\ / (3 Barriere physique

[C] Barriere métabolique

Figure 16: Les voies de pénétration des xénobiotiques. LCR : liquide céphalorachidien, SNC :
systéme nerveux central, BHE : barriére hématoencéphalique.
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1.7.1. La voie nasale

La voie nasale est une voie d’entrée directe et rapide de nombreux xénobiotiques dans le
cerveau (Figure 16). Des substances chimiques comme des polluants atmosphériques
(solvants, hydrocarbures aromatiques polycycliques présents dans les fumées), ou des drogues
comme la cocaine peuvent pénétrer rapidement par cette voie et provoquer des altérations
réversibles ou irréversibles du fonctionnement cérébral. Hastings et Evans (1991) ont montré
que des métaux lourds, comme le cadmium, peuvent atteindre le cerveau par un transport dans
les axones des neurones olfactifs. De méme, des médicaments ou des peptides de faible poids
moléculaire comme ’estradiol, la progestérone, la cephalexine peuvent pénétrer dans le LCR,
dans les BO, et atteindre parfois d’autres régions du cerveau aprés administration nasale
(Illum, 2000). Quand un médicament est administré par voie nasale, une importante partie est
d’abord éliminée rapidement par le mucus. Une autre partie est absorbée par le sang et rejoint
la circulation systémique ou il sera éliminé par les mécanismes de clairance rénale et
hépatique. Mais une certaine quantité de cette substance présente dans le sang peut atteindre
le cerveau en traversant la BHE. Enfin, les xénobiotiques peuvent étre absorbés dans la région
olfactive au niveau de la muqueuse et pénétrer directement dans le LCR. La quantité de
médicament qui va suivre les différentes voies est trés largement dépendante des
caractéristiques physico-chimiques de la molécule, en particulier son poids moléculaire et sa
lipophilie mais aussi les excipients qui sont ajoutés a sa forme galénique (Illum, 2000 ;
Sakane et al.,1995). Trois voies sont envisagées pour expliquer le transport des molécules de
la région olfactive au LCR et au cerveau :

» La voie transcellulaire a travers les cellules sustentaculaires par endocytose des

récepteurs, ou diffusion passive pour les molécules lipophiles.

> La voie paracellulaire a travers les jonctions serrées entre les cellules sustentaculaires

ou entre les cellules sustentaculaires et les neurones olfactifs. C’est un transport trés
rapide comme le transport transcellulaire.

» La voie nerveuse ou les molécules pénétrent dans les neurones par des mécanismes

d’endocytose et de pinocytose et sont transportées par un transport axonal
intracellulaire jusqu’aux BO. C’est un transport trés lent : les molécules atteignent le

SNC 24 heures apres leur administration dans la cavité nasale (Kristensson et Olsson,
1971).
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1.7.2. Autres voies de pénétration des xénobiotiques dans le

SNC

1.7.2.1. La voie sanguine et la barriére hématoencéphalique

Différents médicaments et autres substances lipophiles présents dans les polluants
atmosphériques ou les additifs alimentaires vont pénétrer dans le sang par voie digestive, par
la peau, par les poumons, par voie intramusculaire ou par voie intraveineuse (Figure 16).
Lorsqu’ils sont présents dans le milieu circulant, une partie de ces molécules va Etre
métabolisée par le foie, et les métabolites vont &tre excrétés par les reins ou la bile. Une partie
de ces substances lipophiles peut traverser les cellules cérébrovasculaires, qui constituent la
BHE et ainsi pénétrer dans I’espace cérébrale. La BHE représente le premier obstacle a la
pénétration des médicaments dans le SNC. Elle est constituée par les cellules endothéliales
des capillaires cérébraux soudées entre elles par des jonctions serrées, et forme ainsi une
barriére physique qui régule et contrdle les échanges entre le sang circulant et 1’espace
extracellulaire. De plus, les cellules endothéliales cérébrales expriment des glycoprotéines
transmembranaires ATP-dépendantes qui réduisent l’accumulation intracellulaire de
xénobiotiques en les excluant de la cellule. Ce mécanisme est connu sous le nom de
« multidrug-resistance » (van Asperen et al., 1997). La BHE laisse passer les molécules
apolaires par simple diffusion, selon leur liposolubilité et leur poids moléculaire. Apres leur
entrée dans les cellules endothéliales, certains xénobiotiques pourront étre métabolisés par des
enzymes de biotransformation en molécules polaires non perméantes. Comme les astrocytes
sont en contact étroit avec les cellules endothéliales cérébrovasculaires, les enzymes gliales en
particulier les UGT pourraient prendre une part active dans cette protection métabolique du
cerveau.

Pour franchir 1’obstacle que constitue la BHE, des chercheurs tentent actuellement de
mettre au point différents systemes de transfert permettant 1’administration de médicaments
polaires dans le SNC. Un premier systéme concerne la réalisation de précurseurs lipophiles de
médicaments polaires, par le greffage d’un groupe trés liposoluble. Par exemple, 1’équipe de
Bodor (Prokai et al., 2000) réalise des esters d’acide nicotinique qui traversent facilement la
BHE, et sont oxydés et hydrolysés en un groupe pyridinium et le médicament actif. Ce
systtme permet une augmentation significative du passage de la BHE par de nombreux
médicaments a visée neurologique, y compris les neuropeptides. D’autres systémes utilisent

des nanoparticules (Kreuter, 2001), I’injection intrathécale ou ’injection intraventriculaire. Le
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mécanisme de transport de médicaments par celle-ci a travers la BHE n’est pas encore
entierement €lucidé. Il semble néanmoins que ces nanoparticules subissent une endocytose
par les cellules endothéliales cérébrovasculaires. Ces particules mimant les lipoprotéines de
faible densité (LDL), elles peuvent se fixer sur les récepteurs de celles-ci qui sont endocytés
(Kreuter, 2001). L’implantation chirurgicale de polymeres libérant progressivement un
médicament est utilisée pour ’administration d’agonistes dopaminergiques chez les
parkinsoniens. Ces méthodes permettent 1’administration de quantités connues d’un
médicament dans le cerveau mais elles restent invasives (Ghersi-Egea et Strazielle, 2001 ;

Segal, 2001).

1.7.2.2. Le liquide céphalorachidien

Le passage de molécules circulantes dans le SNC peut aussi se faire par le LCR
(Figure 16). Le LCR est sécrété par les plexus choroides a une vitesse de 0,2 ml/heure chez le
rat, et 20 ml/heure chez 1’homme (Davson et al., 1987). Considéré a tort pendant longtemps
comme un simple filtrat du plasma, le LCR est en fait un produit de sécrétion ayant une
composition différente de celle du plasma. II circule sur la surface et les concavités du
cerveau d’une direction rostrale a caudale, et quitte I’espace subarachnoide et les villosités
arachnoides pour €tre absorbé dans le sang. Les plexus choroides représente une interface
entre le sang et le LCR, constituée des cellules épithéliales qui comportent des jonctions
serrées empéchant la libre diffusion des solutés. Plusieurs systémes de transport ATP-
dépendant assurent le maintien de l'homéostasie du LCR qui représente le milieu
extracellulaire des cellules cérébrales. Une injection de médicaments qui sont efficacement
bloqués par la BHE peut se faire directement dans le LCR par administration intrathécale ou
intracérébroventriculaire. Cependant, les vitesses de diffusion de médicaments entre le LCR
et le tissu nerveux sont relativement faibles, sans doute en raison du taux élevé de
renouvellement du LCR (4 a 5 fois par 24 heures) (Pardridge, 1991). De plus, ’efficacité des
systemes de transport ATP-dépendants présents dans les PC font qu’il est difficile d’atteindre
des seuils thérapeutiques efficaces pour les molécules qui sont des substrats de ces
transporteurs. On utilise cependant I'implantation d’un syst¢éme de cathéter relié a une
micropompe implantée ou a un réservoir sous-cutané, I’extrémité du cathéter permettant de
perfuser le médicament sur la cible. Mais son utilisation reste limitée a I’expérimentation en
recherche et en thérapeutique ou elle s’applique a des patients pour qui les autres méthodes
sont devenues inefficaces, par exemple pour administrer de la morphine a des patients en

phase terminale de cancer.
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2. METABOLISME DES XENOBIOTIQUES

Les systémes enzymatiques ont pour fonction de rendre les médicaments plus
hydrosolubles en les oxydant ou en les hydroxylant, et pharmacologiquement inactifs en
modifiant leur structure moléculaire. Cependant, ce métabolisme conduit parfois a la
formation de métabolites pharmacologiquement actifs ou toxiques qui peuvent entrafner des
conséquences graves et parfois irréversibles. Les travaux réalisés dans notre groupe depuis
prés de 15 ans suggérent que les enzymes de biotransformation, en particulier les UGT
présentes dans le cerveau et dans les interfaces sang-cerveau et sang-LCR, aient pour
principale fonction d’inactiver ces molécules activées ou toxiques et donc de protéger le SNC.
La transformation métabolique des xénobiotiques (polluant atmosphériques, additifs
alimentaires, médicaments ...) et des molécules endogeénes (hormones stéroidiennes,
bilirubine...) implique trois étapes : les réactions de phase I ou de fonctionnalisation, les
réactions de phase II ou de conjugaison, et la phase III qui consiste a éliminer les métabolites
produits hors des cellules par des systémes de transport actif. Les substrats pour les enzymes
de la phase I sont généralement des molécules lipophiles qui subissent une monooxygénation,
une déalkylation, une réduction, une aromatisation ou une hydrolyse. Ces molécules peuvent
servir de substrats aux enzymes de phase II. Certains substrats possédant déja des
groupements fonctionnels (par exemple des fonctions hydroxyles comme la morphine)
pourront €tre conjugués par des enzymes de phase II sans avoir subi de réaction de phase I.
Les réactions de phase II sont des réactions de transfert de groupements trés hydrophiles :
sulfate, méthyle, acides aminés, glutathion ou sucre (Leininger-Muller et al., 1994). Le foie
est le principal site de transformation des médicaments mais la présence d’enzymes du
métabolisme des médicaments comme les CYP ou les UGT a été détectée dans des tissus
extra-hépatiques tels que les reins, les poumons, la peau, I’intestin, le cceur et le cerveau, et
des activités tres élevées de ces enzymes ont été mesurées dans le systeme olfactif. La phase
IIT correspond au transport ATP-dépendant des produits polaires du métabolisme hors de la

cellule (Figure 17).
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Figure 17 : Le métabolisme des xénobiotiques.

2.1. Les enzymes de phase |

2.1.1. Les monoamines oxydases A et B

Elles jouent un rdle vital dans la régulation du taux de neurotransmetteurs dans le
cerveau et sont des cibles potentielles pour certains médicaments. Les monoamines oxydases
(MAO) catalysent la désamination oxydative des amines biogénes pour former des aldéhydes
et relarguer du peroxyde d’hydrogene et de I’ammoniac (Strolin-Benedetti, 2001). Ces deux
dernieres molécules sont cytotoxiques si elles ne sont pas efficacement neutralisées. Il existe
deux formes de MAO : la MAO-A inhibée par la clorgyline et la MAO-B inhibée par le L-
déprényl. Les inhibiteurs de MAO comme le L-deprenyl sont utilisés en clinique pour traiter
les désordres affectifs de la maladie de Parkinson (Olanow et al., 1995). Ces enzymes
mitochondriales participent & la protection du cerveau contre les xénobiotiques. Elles sont
présentes dans les vaisseaux cérébraux du rat et métabolisent de nombreuses amines
neuroactives et leurs précurseurs directs. La forte activité des MAO-B dans I’endothélium des
vaisseaux cérébraux apparait efficace pour protéger le cerveau contre les dérivés exogenes
neurotoxiques de pyridine comme le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP)
(Riachi et Harik, 1988).
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2.1.2. Les cytochromes P450

Les CYP appartiennent a une superfamille d’enzymes héminiques qui métabolisent un
grand nombre de composés exogenes et endogenes comme les acides gras et les hormones
stéroidiennes dans le foie. Ils sont localisés majoritairement dans le réticulum endoplasmique
mais dans le cerveau, le CYP mitochondriale est trés élevé (Walther et al., 1986). Les formes
de CYP présents dans les microsomes sont principalement impliquées dans le métabolisme
des xénobiotiques en particulier les médicaments. Les CYP mitochondriales, quant a elles,
semblent intervenir majoritairement dans le métabolisme de substrats endogeénes dont les
hormones stéroidiennes. Néanmoins, une activité envers les xénobiotiques a été récemment
démontrée dans les mitochondries cérébrales (Bhagwat et al., 2000). L’activité CYP implique
la présence de la NADPH-cytochrome P450 réductase, flavoprotéine qui va fournir les
électrons nécessaires au déroulement du cycle catalytique des CYP du réticulum
endoplasmique (RE) ou d’une NADPH-adrénodoxine réductase présente dans les
mitochondries qui va jouer le méme réle que la flavoprotéine. Méme si le foie est 1’organe
impliqué majoritairement dans le métabolisme des xénobiotiques, la présence et 1’activité
extrahépatique de certaines isoformes de CYP est d’un grand intérét. Le cerveau considéré
comme dépourvu d’activités CYP-dépendantes au début des années 1980, est devenu 1’un des
organes les plus étudiés a cause des implications pharmacologiques et toxicologiques du
métabolisme cérébral de médicaments. Au cours de leur activité catabolique, les CYP ainsi
que les MAO forment des entités radicalaires dérivées de 1’oxygene (ERO) (Lebel et Bondy,
1991). Ces radicaux libres peuvent engendrer 1’oxydation directe de xénobiotiques en
métabolites réactifs, modifier les propriétés des membranes par 1I’oxydation de protéines et la
peroxydation des lipides et modifier les acides nucléiques. L’ensemble de ces changements
est identique a ceux observés lors du vieillissement cellulaire. Plusieurs isoformes de CYP ont
€té détectées dans les cerveaux humains ou de rongeurs : CYP 1A1, 1A2, 2B1, 2B2, 2D,
2E1, 3A (Voirol et al., 2000). La présence de CYP a aussi été décrite dans les bulbes olfactifs
(Perrin et al., 1990), dans I’épithélium olfactif (Lazard et al., 1990 ; Gu et al., 2000) et
I’organe voméronasal (Gu et al., 1999). L’activité est relativement faible dans le cerveau alors
que dans la MO, elle est élevée (Gu et al., 2000 ; Voirol et al., 2000). Les multiples formes de
CYP qui sont sélectivement inductibles selon 1’exposition & des médicaments ou
xénobiotiques variés sont localisés essentiellement dans le réticulum endoplasmique, mais ces
formes ont également été trouvées dans les mitochondries du foie et du cerveau de rats

(Bhagwat et al., 2000).
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2.1.3. Les monooxygénases a flavine

Les monooxygénases a flavine (MFO) appartiennent a un groupe d’oxygénases
dépendantes du NADPH et de 'oxygene ayant une faible spécificité. Les molécules
monooxygénées métabolisées par ces enzymes posseédent divers groupes fonctionnels comme
un atome de phosphore, d’azote, de sélénium, ou encore de groupements sulfure, amine ou
hydrazine. La part la plus importante des MFO semble localisée dans les neurones ( Rouet et

al., 1981 ; Bhamre et al., 1993).

2.1.4. Les époxydes hydrolases

Elles sont exprimées sous une forme soluble ou microsomiale. L’époxyde hydrolase
microsomiale est impliquée dans le métabolisme de xénobiotiques en particulier les époxydes
réactifs formés par le métabolisme des hydrocarbures aromatiques polycycliques par les CYP
(Lu et Miwa, 1980). En effet, lorsque des molécules aromatiques ou portant des liaisons
éthyléniques sont métabolisées par les CYP, elles peuvent donner naissance a des époxydes
trés réactifs et mutagénes. Ces époxydes sont transformés en diols vicinaux peu toxiques par
les époxydes hydrolases, enzymes qui s’averent donc trés importantes pour la protection de
Porganisme contre ces métabolites réactifs (Wixtrom et al., 1985). Ces enzymes ont été

détectées dans le cerveau (Farin et Omiecinski, 1993) et dans la MO (Genter et al., 1995).

2.2. Les enzymes de phase Il

2.2.1. Les UDP-glucuronosyltransférases

2.2.1.1. Nomenclature

Les UDP-glycosyltransférases appartiennent a une superfamille d’enzymes qui
catalysent le transfert de ’acide UDP-glucuronique (UDPGA), de I’UDP-galactose, de
"UDP-glucose ou de I’UDP-xylose sur des petites molécules hydrophobes (aglycones). La
présence de séquences homologues dans les plantes, les animaux et les bactéries suggére que
les UGT aient évolué a partir d’'un méme géne ancestral. Les enzymes qui utilisent 1’acide
UDP-glucuronique comme donneur de sucre sont principalement trouvées chez les insectes,
les poissons et les mammiféres. Elles n’ont pas été détectées chez les bactéries, les levures ou

les plantes. Les UGT sont séparées en plusieurs familles, dans la nomenclature basée sur
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I’évolution des génes (Figure 18). Chaque famille est désignée par un nombre arabe puis une
lettre désigne la sous-famille quand il y en a 2 ou plusieurs et enfin un autre nombre arabe qui
représente le géne individuel. Les familles 1 a 50 correspondent aux UGT animales et
humaines, 51 a 70 aux UGT des levures, 71 a 100 aux UGT des plantes et 101 a 200 aux
UGT des bactéries (Mackenzie et al., 1997). Chez les mammiferes, la glucuronoconjugaison
catalysée par les UGT constitue la principale forme de conjugaison de xénobiotiques. Les
différentes isoformes d’UGT sont séparées en deux familles 1 et 2 selon les similitudes entre
leur séquence primaire en acides aminés. Deux membres de la méme famille possédent une
séquence identique en acides aminés de plus de 50 % mais ont moins de 50 % d’identité avec
une autre famille et deux sous-familles ont 60 % d’homologies de séquence entre elles.

Le géne de la famille 1 contient au moins 13 exons 1 qui possédent chacun leur propre
promoteur (Gong et al., 2001). Les isoformes de cette famille sont donc formées par
I’épissage alternatif de I’exon 1 puis par les exons 2 4 5 qui sont communs a toutes ces
enzymes. Les UGT de la famille 1 sont considérées comme provenant de génes distincts. La
conséquence de cette structure du géne et du mécanisme d’épissage pour ’isoforme 1A est la
variabilité de la partie amino-terminale et de la conservation de la partie carboxy-terminale
(Mackenzie , 1990). La famille UGT1 comprend les enzymes capables de conjuguer la
bilirubine, les hormones thyroidiennes, les quinones et les phénols.

La famille 2 est divisée en trois sous-familles : 2A, 2B, 2C. Les isoformes de cette
sous-famille sont codées par des genes différents contenant chacun 6 exons. La sous-famille
2A correspond aux UGT olfactives. La sous-famille 2B contient les génes inductibles par le
phénobarbital et est impliquée dans la conjugaison des stéroides endogénes, d’acides
carboxyliques, d’alcools, d’amines et de thiols. La sous-famille 2C n’est représentée que par
une forme exprimée dans le foie de lapin. La comparaison des séquences de ces sous-familles
démontre que les différences de séquence sont réparties sur I’ensemble de 1I’ADNc
contrairement a la famille 1 qui présente des différences uniquement dans la région
correspondant a I’extrémité amino-terminale de la protéine.

La famille UGT8 contient un seul membre qui code pour une enzyme qui catalyse le
transfert du galactose provenant de 1’UDP-galactose sur des céramides pour former des
cérébrosides. Les cérébrosides font parties des glycosphingolipides majeurs qui forment la
membrane lipidique de la gaine de myéline synthétisée par les oligodendrocytes et les cellules

de Schwann (Schulte et Stoffel, 1993 ; Schaeren-Wiemers et al., 1995).
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D’autres isoformes d’UGT, localisées dans ’appareil de Golgi et impliquées dans la synthése

des protéoglycanes sont également étudiées. C’est le cas de la 3-1,3-glucuronosyltransférase

I, enzyme clé dans la synthése des glycosaminoglycanes (Gouze et al., 2001).
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Figure 18 : Arbre génétique des UGT d’aprés Mackenzie et al. (1997)
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2.2.1.2. Localisation des UGT

Dans les cellules, les UGT sont localisées dans le RE et semblent aussi présentes dans
I’enveloppe nucléaire. Ce sont des enzymes transmembranaires de 50 a 60 kDa contenant 528
a 531 acides aminés qui peuvent étre divisées en deux régions, un domaine amino-terminal et
un domaine carboxy-terminal (Figure 19). La partie amino-terminale est la moins conservée
d’une isoenzyme a 1’autre. Cette portion variable semble conférer leur spécificité aux UGT.
Cette région protéique contient une séquence signal qui dirige la protéine dans le RE
(Kinosaki et al., 1993). Ce peptide signal sera clivé ultérieurement et la protéine pourra étre
glycosylée. La trés grande homologie de séquence dans la région carboxy-terminale des UGT
conduit a ’hypothése que cette région est responsable de la liaison avec le cofacteur UDPGA.
L’analyse de la structure primaire de I’enzyme révele un signal d’ancrage au RE composé
d’acides aminés chargés positivement dans la région carboxy-terminale. Il semblerait que les
UGT soient actives sous la forme d’homodimeéres ou hétérodiméres composés de deux

chaines polypeptidiques d’UGT (Radominska et al., 1999)
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Figure 19 : Représentation de 'organisation membranaire des UGT dans le réticulum endoplasmique
(RE), d’aprés Burchell et Coughtrie (1989).

44



Etude bibliographique

2.2.1.3. Réaction de glucuronoconjugaison

Les UGT reconnaissent de nombreux substrats et catalysent le transfert de 'UDPGA
sur des structures chimiques possédant une fonction R-OH, R-COOH, R-CO, R-NH, et R-
SH. L’UDPGA est un composé stable tres hydrosoluble. 11 est formé, dans la cellule, par une
réaction en deux étapes a partir de glucose-1-phosphate et d’uridine triphosphate (UTP). La
premicre étape est catalysée par 1’UDP-glucose pyrophosphorylase pour former I'UDP-
glucose (UDPG). Ensuite, 'UDPG est oxydé sur le carbone C¢ de I'UDPGA. L’activité
UDPG deshydrogénase est contrdlée par le rapport NAD*/NADH (Mulder et al., 1990) :

Glucose-1-phosphate + UTP = UDP-glucose + pyrophosphate

UDP-glucose + 2 NAD* = acide UDP-glucuronique + 2 NADH,"

Le groupement accepteur du substrat attaque le carbone C1 situé dans le groupement
pyranose de ’'UDPGA par une réaction de substitution nucléophile d’ordre 2 avec inversion
de configuration, formant ainsi un acide B-D-glucuronide (Figure 20). Les glucuronides ainsi
formés ont une forte solubilité, une faible liaison aux protéines sériques et des petits volumes
de distribution. Ils sont rapidement excrétés hors de la cellule par des systémes de transport
ATP-dépendant. Les UGT se trouvent sous un état latent dans le RE et sont activées par les
ultrasons ou des détergents comme le triton ou la digitonine. Une isoforme d’UGT peut

métaboliser plusieurs molécules et inversement, une molécule peut étre conjuguée par

plusieurs UGT.
R
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Figure 20 : Mécanisme catalytique de la glucuronoconjugaison des phénols par 'UGT1A6.
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2.2.1.4. Fonctions des UGT

Ces enzymes ont une spécificité de substrats chevauchante. En effet, plusieurs
substrats peuvent étre métabolisés par plusieurs UGT. Elles transforment également divers
substrats endogénes et exogénes qui présentent des structures chimiques parfois trés
différentes. Leur activité conduit & une augmentation de la polarité, donc de 1’hydrosolubilité,
des composés hydrophobes et dans la plupart des cas a une perte de leur activité biologique.
Elles participent donc & la protection de 1’organisme contre la toxicité des xénobiotiques, et a
I’inactivation de nombreux médicaments et facilitent leur excrétion par voie urinaire ou
biliaire. Néanmoins, les UGT forment parfois des substances bioactives, voire toxiques. La
morphine, les stéroides, les acides biliaires et les rétinoides sont, par exemple, tous
transformés en métabolites pharmacologiquement plus actifs (Vore et al., 1983 ; Abbott et
Palmour, 1988 ; Olson et al., 1992 ; Radominska et al., 1999 ; Mercadante, 1999 ). Les UGT
régulent aussi la concentration de certains composés endogenes comme les hormones

thyroidiennes et leur activité est régulée par ces hormones (Masmoudi et al., 1997).

N

La glucuronoconjugaison peut également conduire a la formation de glucuronides
réactifs. Les glucuronides formés a partir de médicaments a structure carboxylique peuvent se
fixer de maniere covalente sur des protéines tissulaires ou plasmatiques pour former des
adduits. Le glucuronide de kétoprofene se fixe de maniére covalente sur les UGT provoquant
une inhibition irréversible de la glucuronoconjugaison (Terrier et al., 1999). Les adduits
peuvent générer des effets toxiques et/ou immunoallergiques aprés administration de ces

médicaments (Spahn-Langguth et Benet, 1992).

Il existe des maladies génétiques liées a 1I’absence d’UGT. Les syndromes de Gilbert et
de Crigler-Najjar sont caractérisés par un taux important de bilirubine non-conjuguée di a une
absence compléte ou partielle de ’'UGT1AL1. La bilirubine est un composé trés toxique qui est
formé par le catabolisme des hémoprotéines comme I’hémoglobine dont la seule voie
d’élimination est la glucuronoconjugaison. L’inactivation de I’enzyme conduit a une
accumulation de bilirubine dans le sérum. Au niveau cérébral, I’accumulation de bilirubine
qui peut apparaitre chez ’enfant lorsque la BHE n’est pas totalement fonctionnelle entraine

des séquelles neurologiques importantes et un retard mental.

La réaction de détoxification catalysée par les UGT peut étre inhibée par une variété
de composés endogenes, de médicaments, de polluants environnementaux, de substances

toxiques naturelles, de certains aliments. De nombreuses substances endogénes comme les
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acides biliaires, les hormones, le co-enzyme A et, les nucléotides inhibent ou régulent
négativement l’activité des UGT. La novobiocine, un antibiotique de la famille des
coumarines connu pour causer une hyperbilirubinémie chez les animaux et ’homme, produit
une inhibition non compétitive in vitro et in vivo de I’'UGT bilirubine dans le foie de rat. Les
antidépresseurs dont I’imipramine et I’amitriptyline, le neuroleptique chlorpromazine, et les
antihistaminiques prométhazine et cyproheptadine sont des inhibiteurs puissants de la
glucuronoconjugaison de la testostérone, de 1’androstérone, de I’estradiol, et du 1-naphtol. La
diminution de la glucuronoconjugaison des hormones stéroidiennes (5-a-dihydrotestostérone,
estradiol) conduit a leur accumulation au niveau des organes périphériques cibles (prostate,
sein) et représente un facteur de prédisposition aux cancers hormonodépendants (Bélanger et

al., 1998).

L’expression des UGT peut étre augmentée en présence de substances inductrices

caractérisées en trois classes majeures :

» Le phénobarbital et autres antiépileptiques induisent de nombreuses isoformes d’UGT
en particulier celles qui conjuguent les molécules phénoliques non planes et les acides
carboxyliques. Ce sont surtout les UGT de la famille 2B.

» Les hydrocarbures polycycliques aromatiques comme le 3-méthylcholanthréne ou la
B-naphtoflavone induisent I’activité des UGT qui métabolisent les phénols plans
(naphtol, 4-méthylumbelliférone) en particulier la famille 1A.

» Les proliférateurs de peroxisomes (clofibrates) sont des inducteurs sélectifs des UGT
conjuguant la bilirubine.

L’induction ou I'inhibition des UGT peut conduire a une déstabilisation de la balance des
composés endogenes, a une altération de la toxicité et de I’action de médicaments, a une
augmentation de la mutagenése et/ou a une augmentation du potentiel carcinogéne de

nombreux xénobiotiques (Grancharov et al., 2001).

I existe peu de données concernant I’influence de 1’ge sur Pactivité et 1’expression
des UGT. Plewk et al. (1997) ont montré que I’activité des UGT hépatiques est importante a

la naissance puis diminue jusqu’a huit mois ol elle atteint un plateau.

2.2.1.5. Répartition des UGT

Le foie est le site majeur de glucuronoconjugaison mais d’autres organes comme les
poumons (Sutherland et al., 1992, Villar et al., 1998), le cerveau (Suleman et al., 1998), la
peau (Bélanger er al., 1998 ; Vienneau et al., 1995), les reins (Cheng, 1999 ; Mc Gurk, 1998),
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Pintestin (Cheng, 1999 ; Strassburg, 1999 ; Sabolovic et al., 2000), le systtme olfactif
(Lazard et al., 1991 ; Heydel et al., 2001) possédent une activité UGT. Certaines UGT sont
exprimées spécifiquement dans certains tissus et pas dans d’autres comme I’UGT2A1 qui est
présente dans la MO (Lazard et al., 1991) et les BO (Heydel et al., 2001). C’est également le
cas des isoformes UGT1AS8 et UGT1A10 qui sont présentes seulement dans I’intestin (Cheng
et al., 1999). Par contre, certaines UGT sont exprimées de fagon ubiquitaire comme
P'UGT1AG6. Cette isoforme UGT1AG6 a été détectée, par exemple, dans le cerveau (Suleman et
al., 1998 ; Brands et al., 2000), dans le foie, dans les reins... Elle conjugue efficacement les
phénols plans dont le 1-naphtol, qui provient de 1’oxydation du naphtaléne, et la 4-
méthylumbelliferone. Mais ses substrats endogénes ne sont pas encore identifiés ni dans le

cerveau, ni dans le foie.

a) UGT cérébrales

En 1987, Ghersi-Egea et al. ont mis en évidence une activité de glucuronoconjugaison
envers le 1-naphtol dans le cerveau de rat. Cette activité est trés inférieure a celle trouvée dans
le foie. A 'opposé, la présence de tres fortes activités UGT métabolisant le 1-naphtol a été
détectée dans les plexus choroides (Leininger et al., 1994 (b); Gradinaru et al., 2001).
D’autres études ont montré que lactivit¢ des UGT envers le 1-naphtol et la 4-
methylumbelliférone sont supérieures dans les astrocytes par rapport aux neurones et
supérieures dans les neurones par rapport & I’ensemble du cerveau (Suleman et al., 1998). Les
astrocytes doivent participer a la protection des neurones contre la toxicité éventuelle des
xénobiotiques. Les études d’activité des enzymes métabolisant les médicaments, responsable
de la détoxification et de I’inactivation pharmacologique des xénobiotiques ont trois intéréts.
Premiérement, comme ces enzymes participent aux voies métaboliques endogénes, le
métabolisme des médicaments peut interférer avec la synthése ou le catabolisme de ces
molécules. Deuxieémement, ces enzymes peuvent aussi générer des métabolites toxiques
réactifs et/ou des radicaux libres. Ceci peut altérer le fonctionnement du SNC et induire a long
terme une neurotoxicité par altération des protéines ou des lipides et par inactivation
d’enzymes clés du métabolisme. Enfin, elles peuvent activer des molécules lipophiles et /ou
des précurseurs en métabolites réactifs (Minn ez al., 1991). Toutes les molécules qui passent
la BHE et qui pénétrent dans le cerveau sont susceptibles d’étre métabolisées par les UGT
présentes dans les différents types de cellules si elles possédent des groupements fonctionnels
reconnus par celles-ci. Les UGT présentes dans le cerveau doivent avoir pour rdle de le

protéger des xénobiotiques. Une isoforme d’UGT, 'UGT1AG, a été identifiée et caractérisée
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dans le cerveau de rat par Suleman et al. (1998). Chez 'homme, les activités des isoformes
UGT1A6 et UGT2B7 ont été détectées (King et al., 1999). D’autres isoformes d’UGT
spécifiques comme la glucuronosyltransférase néolactotétraosylcéramide ont un autre role,
celui de métaboliser des molécules complexes impliquées dans 1’adhésion cellulaire en
particulier dans 1’adhésion neurone-astrocyte durant le développement du SNC (Kawashima

et al., 1992).

b) UGT olfactives

Lazard et al. (1990) ont démontré 1’existence d’une isoforme spécifique, UGT2A1,
dans I’épithélium olfactif de rat et de beeuf. L’expression de 'UGT2AL est restreinte au
systeme olfactif. Dans ce tissu, 'UGT2AL1 est principalement localisée dans les glandes de
Bowman et, dans les cellules sustentaculaires de la couche épithéliale superficielle (Lazard et
al., 1991). Récemment, Jedlitsky et al. (1999) ont identifié et caractérisé ’'UGT2A1 chez
I’homme. L’UGT2A1 humaine conjugue les phénols et les alcools monoterpénoides parmi
lesquels de nombreuses molécules odorantes. Les enzymes de biotransformation, CYP,
glutathion transférase et UGT, ont été mis en évidence dans les antennes qui représentent les
organes olfactifs des mouches Drosophila melanogaster. Chez les insectes, les UGT utilisent
I’UDP-glucose a la place de 1’acide UDP-glucuronique des vertébrés. La conservation de
I’expression de ces enzymes durant ’évolution implique que ces enzymes jouent un rdle
important dans 1’olfaction (Wang et al., 1999). Les UGT présentes dans le systeme olfactif
faciliteraient I’élimination des molécules odorantes en les métabolisant et participeraient aussi
a I’arrét du signal olfactif, car les métabolites ne pourraient plus interagir avec les récepteurs
odorants. Ce phénoméne conduirait a une diminution du signal olfactif ou a son arrét. Il est
associé a d’autres mécanismes comme la désensibilisation des récepteurs couplés aux
protéines G qui interviennent également dans 1’arrét de ce signal. Les UGT présentes dans la
MO et les BO ont certainement d’autres roles dont celui de protéger le SNC contre les

xénobiotiques, la voie nasale étant une voie d’entrée directe de ces molécules dans le cerveau.

2.2.2. Les autres enzymes de phase 11

2.2.2.1. Les glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases (GST) catalysent la conjugaison de composés
€lectrophiles au glutathion (GSH). Les GST sont principalement localisées dans le cytosol,

mais elles sont aussi actives dans les mitochondries et le RE. Elles participent au transport
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intracellulaire d’hormones, de métabolites endogenes, de neurotransmetteurs, des drogues.
Les GST sont impliquées dans la détoxification de radicaux toxiques dérivés de 1’oxygene
comme le radical hydroxyle OH’, de xénobiotiques incluant des carcinogénes et des produits
de la peroxydation lipidique. Bien qu’il existe un nombre considérable d’isoenzymes chez le
rat, la souris et I’homme, elles sont regroupées en trois classes principales, a, p et w. Cette
classification est basée sur des propriétés structurales et catalytiques de leur sous-unités. Ces
familles d’isoenzymes montrent des propriétés catalytiques distinctes et jouent des rdles
différents dans la protection contre les toxiques. Ainsi, les isoformes de la classe o montrent
généralement une activité peroxydasique élevée, celles de la classe 7 sont particuliérement
actives envers I’acide éthacrynique, alors que le trans-stilbéne oxyde est utilisé pour

1’identification de la classe p (Leininger et al., 1994).

Dans le cerveau, le GSH participe surtout a la protection contre le stress oxydant par
réduction directe des oxydants et par son implication dans plusieurs activités enzymatiques
antioxydantes. Il est formé dans les neurones a partir de cystine fournie par les cellules
gliales. Les GST sont impliquées dans la détoxification des dérivés réactifs de quinones
formés durant 1’auto-oxydation des catécholamines. Elles préviennent donc le cycle redox et
le stress oxydatif (Baez et al., 1997 ; Minn et al., 1999). Les hormones sexuelles jouent un
rOle important dans la régulation des GST cérébrales, mais le cofacteur GSH n’apparait pas
étre sous I’influence de ces hormones. Plusieurs molécules d’origine exogéne dont la MPTP
et le manganése peuvent inhiber I’activité GST cérébrale. L’exposition chronique a des
poussieres de manganese produit des désordres neurologiques apparentés a la maladie de
Parkinson, chez I’homme. Les GST ont également été détectées dans le systéme olfactif (Ben-

Arie et al., 1993).

2.2.2.2. Les méthyltransférases

Ces enzymes catalysent le transfert d’un groupement méthyle a partir d’un donneur,
généralement la S-adénosylméthionine, vers un accepteur nucléophile ayant un groupement
phénol, amine ou thiol. Elles peuvent également prendre directement en charge des molécules
exogenes portant au moins 'une de ces trois fonctions. Ces enzymes augmentent la

lipophilicité de leurs substrats.
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a) Les catéchol O-méthyltransférases

Principalement localisées dans le foie, les catéchol O-méthyltransférases (COMT) sont
également localisées dans d’autres organes dont le cerveau ou elles sont majoritairement
cytosoliques (Karhunen et al., 1994 ; Bonifacio et al., 2000). Une forme membranaire a
également été décrite dans le cerveau humain et le cerveau de rat. Les substrats
physiologiques des COMT sont les catécholamines (dopamine, norépinéphrine, épinéphrine)
et leurs métabolites. La localisation des COMT aux interfaces sang/LCR et sang/cerveau
suggére qu’elles assurent une protection du milieu cérébral envers les catécholamines

d’origine périphérique.

Plusieurs inhibiteurs des COMT ont été découverts, en particulier la tolcapone et
I’entacapone qui sont des catéchols (Jorga et al., 1998 ; Haasio et al., 2001). Ces molécules
sont utilisées avec la lévodopa pour traiter la maladie de Parkinson. La lévodopa est
métabolisée par les COMT (Offen et al., 2001). L’inhibition de ces enzymes conduit & un
meilleur effet de la lévodopa et a2 un meilleur control des symptdmes de la maladie de

Parkinson mais elles sont toxiques pour le foie (Haasio et al., 2001).

b ) Les IN-méthyltransférases

La phényléthanolamine N-méthyltransférase est un marqueur spécifique des neurones
adrénergiques. Son accumulation dans les corps cellulaires des neurones semble contribuer a

leur dégénérescence dans la maladie d’ Alzheimer (Burke et al., 1990).

La tryptamine N-méthyltranférase est une enzyme cérébrale peut spécifique qui
convertit la tryptamine et la 5-hydroxytryptamine respectivement en N,N-diméthyltryptamine
et en bufoténine. Ces composés hallucinogénes sont des produits naturels du métabolisme
humains et seraient impliqués dans 1’étiologie de la schizophrénie (Borchardt, 1980).

Le dysfonctionnement de I’amine N-méthyltransférase cérébrale est peut-étre une des clefs de
I’étiologie de 1a maladie de Parkinson. En effet, cette enzyme peut catalyser la N-méthylation
de la 4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine en MPTP et de la 4-phénylpyridine en ion N-
méthyl-4-phénylpyridinium (MPP"), métabolite du MPTP responsable d’un syndrome

neurologique de type parkinsonnien.

La phosphatidyléthanolamine N-méthyltransférase et 1’histamine N-méthyltransférase
sont deux méthyltransférases cérébrales dont seule l’implication dans le métabolisme

endogene a €té étudiée. La premicre catalyse la méthylation de la phosphatidyléthanolamine
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en phosphatidylcholine, composant majeur des membranes cellulaires et de la myéline et
précurseur de I’acétylcholine. La deuxiéme est localisée dans le cerveau et d’autres organes.
Elle catalyse la méthylation de I’histamine, qui représente la premiere étape de I’inactivation

de I’histamine.

c ) Les thiol §-méthyltransférases

Dans le cerveau de rat, ces enzymes pourraient métaboliser des molécules soufrées en

particulier des dérivés conjugués du glutathion.

2.2.2.3. Les N-acétyltransférases

Les N-acétyltransférases capturent le groupement acétyle de I’acétylcoenzyme A pour
former un intermédiaire acétyl-enzyme qui va catalyser 1’acétylation du substrat avec
régénération de ’enzyme. Les substrats sont des amines primaires, généralement des

arylalkylamines, des hydrazines et hydrazides, ainsi que des carcinogeénes.

2.2.2.4. Les sulfotransférases

Ces enzymes catalysent le transfert d’un groupement sulfate a partir d’un donneur, le
3’-phosphoadénosine 5’-phophosulfate (PAPS), sur des phénols, amines ou hydroxylamines.
Elles interviennent dans le métabolisme de plusieurs classes de composés endogénes, mais
leur faible spécificité permet la sulfoconjugaison de nombreux médicaments ou de leurs
métabolites monooxygénés. Les sulfotransférases se présentent sous la forme d’une famille
d’isoenzymes, parmi lesquelles les phénolsulfotransférases (PST) qui sont plus
particuliérement impliquées dans le métabolisme des phénols. Les sulfotransférases sont
impliquées dans le métabolisme des monoamines et probablement dans la synthése du sulfate
de prégnanolone, neurostéroide antagoniste du GABA (Majewska et Schwartz, 1987). Ces
enzymes sont également capables de sulfoconjuguer la morphine en 3- et 6-sulfates de
morphine. Les propriétés analgésiques 6-sulfate de morphine sont trente fois plus élevées que
celle de la morphine injectée directement dans les ventricules cérébraux (Brown et al., 1985).
Les sulfotransférases ont été localisées dans les cellules sustentaculaires de la MO de souris.
Une forte activité de sulfoconjugaison a été détectée pour les molécules odorantes
phénoliques alors qu’une plus faible activité est obtenue pour les molécules odorantes
alcooliques. Cette forte activité des sulfotransférases suggere, comme pour les UGT, qu’elles
ont un rdle important dans la perception olfactive et en particulier dans la terminaison du

signal olfactif (Tamura et al., 1997) La sulfoconjugaison et la glucuronoconjugaison sont
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complémentaire, ce qui facilite 1’élimination des métabolites. La glucuronoconjugaison est
une voie de faible affinité pour les substrats mais de forte capacité métabolique alors que la
sulfoconjugaison est une voie de forte affinité mais avec une faible efficacité. L.’importance
respective de chacune de ces voies métaboliques peut varier de fagon considérable entre
especes, en fonction de la dose de substrat administrée, de facteur génétiques, de 1’age et de
I'interaction éventuelle avec d’autres médicaments, avec des inducteurs ou des inhibiteur et

enfin, en fonction de I’état des fonction hépatiques et rénales.

2.3. La phase lll

Les métabolites formés lors de la biotransformation des xénobiotiques peuvent
perturber 1’homéostasie ou dans certains cas &tre toxiques. Leur clairance ou phase III est

donc une étape cruciale du métabolisme des xénobiotiques.

La P-glycoprotéine (Pgp) ou MDRI1, codée chez I’homme par le géne mdrl (multidrug
resistance), est une pompe d’efflux énergie dépendante qui exporte ses substrats hors de la
cellule. La Pgp humaine est souvent surexprimée dans les cellules cancéreuses mais elle est
aussi présente dans les tissus normaux comme le foie, le cerveau, 1’intestin, les reins. La
distribution tissulaire indique que la Pgp joue un rdle significatif dans I’excrétion des
xénobiotiques et des métabolites dans 1’urine et la bile, dans la lumiére intestinale, et prévient
leur accumulation dans le cerveau. La Pgp intervient dans la distribution des médicaments par
un mécanisme d’excrétion urinaire pour les reins, un mécanisme d’excrétion biliaire pour le
foie (Figure 21), par sa présence dans la BHE qui limite 1’accumulation des médicaments
dans le cerveau. L’inhibition de la fonction de transport de la Pgp peut causer des interactions
médicamenteuses et augmenter la pénétration et I’accumulation des médicaments dans le

cerveau (Tanigawara, 2000).
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Figure 21 : Transport polaire dans les hépatocytes de rats, d’aprés Hooiveld et al. (2001). Le transport
de protéine est représenté par des structures sphériques avec des fléches montrant la direction du
transport. La taille des structures indique le taux d’expression des protéines dans le foie de rat normal
(petite : faible expression ; large : forte expression). Les sels biliaires dont le taurocholate pénetrent
dans les hépatocytes par le polypeptide co-transporteur sodium-taurocholate (Nicp). Les polypeptides
transporteurs d'anions organiques 1 et 2 (Oatp1 et QOatp2) sont responsables de 'entrée dépendante
de la charge des composés organiques volumineux, incluant les sels biliaires et autres anions
organiques, des glycosides cardiaques non chargés, des hormones stéroidiennes, et certains cations
organiques de type 2. Des données récentes indiquent que le transport de composés anioniques par
Oatp1 est suivi par la sécrétion de glutathion intracellulaire (GSH). Les petits cations organiques de
type 1 sont transportés par le transporteur de cations organiques Octl1. La P-glycoprotéine (MDR) et
la protéine « multi-drug resistance » (MRP) ont été identifiées dans le foie de rat. Mdria/1b sont
responsables de I'excrétion des composés aliphatiques volumineux dans la bile, alors que mdr2 est
une phosphatidylicoline translocase. Les sels biliaires monovalents sont sécrétés dans les canalicules
par la pompe d’export de sels biliaires (Bsep). Mrp2 est un transporteur d’anions organiques dans la
membrane canaliculaire. Mrp1, exprimé & faible taux dans la membrane basolatérale d’hépatocytes
normaux, a la méme spécificité de substrat que Mrp2. Mrp3 transfére préférentiellement les
glucuronoconjugués et les sulfoconjugués. Les substrats physiologiques de Mrp6 ne sont pas connus.

D’autres transporteurs de la famille des MRP (multidrug resistance proteins) ont été
découverts. La MRP1, aussi appelée pompe de conjugués au GSH (pompe GS-X), permet
I’extrusion des xénobiotiques conjugués avec le glutathion, le glucuronate, ou le sulfate
(Keppler et al., 1997 ; Wijnholds ez al., 2000). C’est également le transporteur majeur du
leukotriéne C4 endogéne, un important médiateur de la réponse inflammatoire (Leier et al.,
1994). La MRP1 transporte aussi les glucuronides de bilirubine, le glucuronide d’estradiol, les
sels biliaires dianioniques comme 1’hyodéoxycholate a-glucuronosyl et le glutathion réduit
(GSSG). L’exportation de ce dernier permet de défendre la cellule contre le stress oxydant
(Keppler et al., 1998). Cette pompe semble également impliquer dans la modulation de

I’action antiproliférative de certains agents antitumoraux (Ishikawa, 1992). Les MRP1 sont
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présentes dans la membrane basale des cellules de Sertoli (Wijnholds et al., 1998), dans la
membrane basolatérale de 1’épithélium des poumons (Wright et al., 1998, Wijnholds et al.,

1998), dans le foie (Mayer et al., 1995) et dans les plexus choroides (Rao et al., 1999).

La MRP2, aussi appelée MRP canaliculaire (MRPC), est la forme canaliculaire de la
MRPI1. Elle est localisée dans le domaine apical de I’épithélium, en particulier dans la
membrane des hépatocytes canaliculaires. La MRP2 comme la MRP1 est associée a la
résistance envers plusieurs médicaments dans les tumeurs malignes. La spécificité de substrat

des MRP1 et MRP2 est tres différente de celle de 1a Pgp (Keppler et al., 1997).

Le transporteur polypeptidique d’anions organiques 1 (OATP) accepte un grand nombre
de substrats dont les acides biliaires, les conjugués au glutathion, le leukotri¢cne C4, le
glutathion. Ce transporteur est localisé dans la membrane basolatérale des hépatocytes, dans
les cellules épithéliales des reins et dans la membrane apicale des plexus choroides. Le
transporteur OATP2 est également présent dans le foie, les reins mais sa localisation cellulaire
exacte n’a pas encore été déterminée. Gao et al. (1999) ont montré I’expression de OATP 2
dans les cellules endothéliales de 1a BHE et dans le pdle basolatéral des cellules épithéliales
des plexus choroides, et la participation de ce transporteur dans les échanges actifs de
médicaments entre le cerveau, le LCR et le sang. Le transporteur OATP 2 représente un
important systeme d’efflux de la BHE pour de nombreux substrats amphipatiques alors que la

Pgp entraine un efflux rapide et unidirectionnel de composés potentiellement toxiques.

3. LES MOLECULES ETUDIEES

Trois types de molécules ont été étudiés : des molécules odorantes, des AINS et des catéchols.

3.1. Les molécules odorantes

Nous avons sélectionné une vingtaine de molécules odorantes de structure moléculaire
variée pour €tudier leur conjugaison par les UGT et mettre en évidence un role éventuel de
ces enzymes dans ’olfaction. Ces molécules ont été choisies en fonction de leur structure

chimique et de leur potentialité a étre conjuguées. En particulier, des alcools, des acides

carboxyliques et des phénols ont été utilisés.
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Les molécules a structure aliphatiques sont 1’acide caprylique, le géraniol, le trans-2-
hexéne-1-ol, le 1-nonanol, le B-citronellol, ’alcool isoamylique, ’acétate d’isoamyle et le 1-
octeéne-3-ol (Figure 22). Les monoterpénoides en particulier le géraniol sont des composés
produits par beaucoup de plantes, incluant le raisin et le houblon. Les réactions de
biotransformation impliquant les monoterpénoides ont été caractérisées dans les champignons
filamenteux et dans quelques levures. Le géraniol, par exemple, peut étre réduit en citronellol
par des levures dont la Saccharomyces cerevisae. Les monoterpénoides sont en contact avec
les levures durant la fabrication du vin ou de la biére, les réactions de biotransformation
apparaissant lors de la fermentation (King et al., 2000). Le trans-2-hexéne-1-ol peut provenir
des feuilles vertes des plants de pommes de terre, et fait partie de la composition essentielle
de 'odeur qui attire certains coléoptéres sur ces feuilles (De Jong et Visser, 1988). L’alcool
isoamylique est un composant du thé a base d’aiguilles de pin (Kim et al., 2000). L’ acétate
d’isoamyle a une odeur de banane. Le 1-octéne-3-ol est une substance volatile qui émane
généralement des odeurs corporelles de ’homme et d’autres animaux. Cette molécule attire

beaucoup d’especes d’insectes et serait le ligand d’une OBP bovine (Ramoni et al., 2001).

Le carvacrol, 1’alcool coniféryle, I’eugénol, I’hydroxybenzaldéhyde, la vanilline,
Panisole, le 4-hydroxydiphényl et le naphtol sont des substances phénoliques dont la structure

est représentée Figure 23. La plupart de ces molécules sont extraites des plantes.

Les autres molécules utilisées ont une structure chimique cyclique non phénolique
(Figure 24). Ces molécules sont le (+) et le (-)-bornéol, I’acide camphorcarboxylique, le

cinéole, le (-)-nopol, le menthol, le (-)-myrtanol et la (-)-nicotine.
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Figure 24 : Molécules odorantes a structure cyclique non phénolique

3.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les AINS et le paracétamol sont des molécules qui passent la BHE et dont la structure
est montrée figure 25. Ils bloquent la synthése des prostaglandines qui sont a l'origine des
signes principaux de l'inflammation (fievre, douleur, cedéme...). Les enzymes cibles des AINS
sont les cyclooxygénases (COX) qui convertissent 1'acide arachidonique en prostaglandine Hj
(PGH,). Le métabolisme de PGH, conduit aux diverses prostaglandines, prostacyclines et
thromboxanes. Il existe deux isoformes de COX : COX-1 qui est constitutive, et COX-2 qui
est inductible par les médiateurs de l’inflammation. Cependant, la COX-2 est exprimée
constitutivement dans le cerveau et les reins. Les AINS classiques, aspirine et autres AINS de
type proféne, n'ont qu'une faible affinité pour COX-2 comparativement a COX-1 d'ol
I'administration de fortes doses pour obtenir une action anti-inflammatoire. Pour limiter les
effets secondaires (irritation de l'estomac, néphrotoxicité) de ces AINS liés a une inhibition de
COX-1, de nouveaux AINS inhibiteurs spécifiques de COX-2 (Celecoxib, Rofecoxib,
Vioxx...) sont actuellement a 1’étude, certains ayant déja une autorisation de mise sur le

marché (Blain et al., 2000).

Différents travaux montrent que ces molécules passent la BHE. Le R- et S-kétoproféne
(acide 3-benzoyl-2-phénylpropionique) se retrouvent rapidement dans le liquide céphalo-

rachidien lorsqu'il est injecté par voie intramusculaire (Netter et al., 1985). Ce médicament a
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aussi un effet analgésique central (Willer et al., 1989). Le dexkétoprofene ((+)-s-kétoproféne)
inhibe les COX cérébrales (Carabaza et al., 1997) et les anti-inflammatoires non stéroidiens
agissent sur la régulation de la température corporelle. Enfin, une étude épidémiologique
montre que l'incidence de la maladie d'Alzheimer chez les patients traités de fagon chronique
aux AINS est significativement diminuée (Andersen et al, 1995). Ces différentes études

confirment donc que les AINS pénétrent et agissent dans le cerveau.

De plus, de nombreux médicaments anti-inflammatoires ont €t associés a des
dysfonctionnements du golt et de 1’odorat. Les AINS, inhibiteurs potentiels des
prostaglandines, pourraient affecter le golit par ce syst¢me d’inhibition qui interfere avec le
métabolisme du zinc. Des données expérimentales ont démontré un réle spécifique du zinc
dans la fonction de gofit. Une déplétion en zinc induit une perte du goit et des pathologies
spécifiques & 1’anatomie du systeme gustatif. Les AINS pourraient également diminuer la
sécrétion de mucus, induire des lésions de la muqueuse et altérer la fonction des récepteurs du

golit (Henkin, 1994 ; Norés et al., 2000).

La voie principale de biotransformation des AINS est la conjugaison par les UGT en
particulier I'isoforme UGT2B1 chez le rat et I’isoforme UGT2B7 chez ’homme. Les AINS et
analgésiques dont nous avons étudié la glucuronoconjugaison dans les astrocytes sont
’aspirine, I'ibuproféne, le naproxéne, le kétoprofeéne et le paracétamol. L’aspirine (ou acide
acétylsalicylique) appartient a la famille des salicylates alors que l'ibuproféne, le naproxene et
le kétoproféne sont des acides propioniques (Bursaux, 1994). Le paracétamol est analgésique
et antipyrétique. Le naproxéne et le paracétamol sont conjugués en partie par 'UGT1A6 au
niveau du foie (el Mouelhi et al., 1993). Nous nous sommes intéressés a ces molécules parce
qu’elles passent la BHE pour pénétrer dans le cerveau et sont glucuronoconjuguées. La
glucuronoconjugaison du kétoproféne, du naproxéne, de 1’ibuproféne et de 1’étodolac a
également été étudiée dans les homogénats de BO, de MO et de cerveau total. Actuellement,
les AINS ne sont pas administrés par voie nasale. Cependant, si I’'une des isoformes qui les
conjuguent est présente dans les BO ou la MO, il sera possible de détecter la formation de

glucuronoconjugués.

59



Etude bibliographique

CH T Hs
3
o *CHCOOH ~cHcooH f“’
H,C .
i CHCOOH
c
OH,C H,C
(RS)-kétoproféne (RS)-naproxene (RS)-ibuproféne
H
cooH o H,C | COOH
o—=¢C y \
3
H

aspirine (RS)-étodolac paracétamol

Figure 25 : Structure des anti-inflammatoires non stéroidiens étudiés, * : carbone asymétrique.

3.3. Les catéchols

Les catéchols ont une structure de base commune constituée d’'un cycle 1,2-

dihydroxybenzéne (figure 26).

OH
OH

Figure 26 : Structure de base d’un catéchol

Les catéchols que nous avons étudié peuvent €tre classés en quatre groupes (Figure
27):
» Les catéchols simples: 4-nitrocatéchol, pyrocatéchol, pyrogallol, acide
gallique, 8-hydroxyquinoline.
» Les neurotransmetteurs et médicaments dopaminergiques: adrénaline,
noradrénaline, dopamine, L-DOPA, apomorphine, dobutamine.
» Les catéchols estrogeénes : 2-hydroxyestrone, 4-hydroxyestradiol.
» Les inhibiteurs de COMT : tolcapone, entacapone, nitécapone.
Les catéchols, et particulierement les catécholamines, sont potentiellement toxiques et

leur oxydation in vivo est fréquemment considérée comme un facteur déclencheur de
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pathologies, incluant la schizophrénie et la maladie de Parkinson (Roginsky, 1997). Le
métabolisme et l'auto-oxydation de ces molécules générent des formes activées de I'oxygene.
La production de mélanine est corrélée a la cytotoxicité induite par la dopamine et la L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), la mélanine étant le produit final de 'auto-oxydation de
ces molécules. Sa toxicité a €té récemment établie sur des neurones et des astrocytes (El
Bacha et al., 2001). La L-DOPA, précurseur de la dopamine, est le principal agent
thérapeutique utilisé pour traiter les symptdmes de la maladie de Parkinson. Mais l'efficacité
de la thérapie diminue avec la durée du traitement & la L-DOPA. 1l a ét€ suggéré que ce
traitement puisse aggraver le processus de dégénération des neurones dopaminergiques des
patients atteints de la maladie de Parkinson (Lai et Yu, 1997). L'apomorphine, un autre
catéchol agoniste de la dopamine, est aussi utilisée pour le traitement de cette maladie (Ben-
Shachar et al., 1995). Les catéchols étudiés dans les astrocytes sont l'adrénaline, la
noradrénaline, la dopamine, la L-DOPA, 1'apomorphine, le 4-nitrocatéchol, le pyrocatéchol, le
pyrogallol, l'acide gallique, la dobutamine, le 2-hydroxyestrone, le 4-hydroxyestradiol, la
tolcapone, I’entacapone et la nitécapone. Ces trois dernier catéchols sont des inhibiteurs des
COMT. Nous avons également étudié la glucuronoconjugaison de 1’apomorphine et le 4-
nitrocatéchol dans les BO et la MO. Certaines de ces molécules comme 1’adrénaline, la

noradrénaline et la dopamine sont produites dans le cerveau, les autres passent 1a BHE.
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Objectifs du travail

La MO représente un interface fonctionnel entre le cerveau et le milieu extérieur
puisqu’elle permet de recueillir des informations sensorielles de 1’environnement pour les
transmettre au SNC ou I’information est traitée. Elle représente également un autre interface
puisque les molécules de cet environnement peuvent atteindre le SNC par cette voie. Ceci a
été montré pour des médicaments, des drogues (cocaine), et des sels de métaux lourds
(cadmium, mercure) (Hasting et Evans, 1991). Les UGT présentes dans ces différents organes
interviendraient dans la détoxification de certaines de ces molécules en les métabolisant. Cette
hypothése est confortée par plusieurs travaux antérieurs qui montrent qu’au niveau d’autres
interfaces comme la BHE ou les plexus choroides, les UGT assurent une protection
métabolique du SNC (Leininger et al., 1994 ; Gradinaru et al., 2001). Les UGT présentes
dans les différents organes qui constituent le tractus olfactif semblent donc participer a cette
protection. De plus, elles interviendraient dans ’arrét du signal olfactif en conjuguant les
molécules odorantes. En fait, les UGT présentes dans la MO joueraient un rdle dans la
perception olfactive des molécules odorantes en modulant leur concentration au niveau de la
muqueuse et/ou en modulant la capacité de ces molécules a interagir avec les récepteurs
correspondants.

Lors de ce travail, nous avons cherché a établir le réle des UGT dans 1’olfaction par une
approche pluridisciplinaire faisant intervenir des techniques de culture cellulaire, biologie
moléculaires, et biochimie. Nous avons étudié les activités métaboliques, 1a localisation et
I’expression des ARNm de ces enzymes dans la MO, les BO et le cerveau, ces trois organes
participant respectivement a [’initiation, & la transmission et au traitement du signal olfactif.
La technique de chromatographie sur couche mince décrite par Bansal et Gessner (1980) nous
a permis de déterminer la spécificité de substrats des UGT présentes dans ces différents
organes. Nous avons également développé une technique d’hybridation in situ pour localiser
les ARNm des isoformes UGT2A1 et UGT1A6 sur des coupes tissulaires. Parallelement, J.M.
Heydel, de 1’équipe de Dijon dirigée par le professeur Artur, a identifié les UGT présentes
dans les différents organes par une technique de RT-PCR quantitative. Comme la perception
olfactive diminue lors du vieillissement, nous avons étudié les variations de

glucuronoconjugaison au cours du développement.

L'activit¢ de glucuronoconjugaison du 1l-naphtol qui est un bon substrat pour
I'UGT1A6, a été étudiée par une technique de fluorimétrie et comparée pour dans deux
modeles cellulaires, des astrocytes en culture primaire et provenant d’une lignée immortalisée

(cellules C6). Par chromatographie sur couche mince, la capacité métabolique des UGT

64



Objectifs du travail

envers des catéchols et des AINS a été étudiée. Ces deux familles de molécules traversent la
BHE et atteignent le SNC ou elles peuvent provoquer, éventuellement, des effets secondaires.
De nombreux catéchols sont des molécules a visée thérapeutique pour le cerveau. Les AINS
sont conjugués au niveau du foie, principal organe de glucuronoconjugaison, par 'UGT1AG6 et
d'autres isoformes. Ils peuvent pénétrer dans le SNC méme si ce n'est pas leur site d'action. Le
SNC doit alors les métaboliser pour se protéger et maintenir I'homéostasie nécessaire a son
fonctionnement. L’objectif de ce travail a également été de caractériser les astrocytes en
culture comme modéle in vitro d'étude de la glucuronoconjugaison cérébrale. En effet, des
travaux précédent ont montré que 1’activité de glucuronoconjugaison existe dans le cerveau et
qu’elle différe selon le type cellulaire. L’activité métabolique des UGT trouvée dans les
astrocytes est notamment supérieure a celle détectée dans les cellules endothéliales et dans les
neurones (Suleman ez al., 1998). Nous avons donc utilisé des astrocytes en culture confluente
pour étudier DPactivité métabolique des UGT astrocytaires envers des médicaments
appartenant a deux familles chimiques différentes, les catéchols et les AINS, par fluorimétrie
ou par chromatographie sur couche mince.
Pour ce travail, nous avons ainsi utilisé des astrocytes de deux provenances différentes :

» Des cellules immortalisées de la lignée astrocytaire C6 provenant d'un gliome de

cerveau de rat.
> Des cellules en culture primaire réalisée a partir de cortex cérébraux de rats nouveau-

nés (Booher et Sensenbrenner, 1972).
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Matériel et méthodes

1. MATERIEL

1.1. Réactifs biochimiques

Les molécules odorantes : 1-naphtol, acide caprylique, géraniol, trans-2-hexen-1-ol, 1-
nonanol, B-citronellol, carvacrol, alcool coniféryle, eugénol, p-hydroxybenzaldéhyde,
vanilline, (-)-bornéol, (+)-bornéol, 4-hydroxydiphényle, anisole, 1-octéne-3-ol, acide
camphorcarboxylique, (-)-nopol, (-)-menthol, (-)-nicotine, acétate d’isoamyle, (-)-myrtanol et
cinéole proviennent de chez Sigma (Saint-Quentin-Fallavier, France). L.’alcool isoamylique
de chez Merck (Damstadt, Allemagne). L’apomorphine provient de chez Sigma, les capones
de chez ORION Pharma (Espoo, Finlande), les autres catéchols de Fluka (Buchs, Suisse).
L’UDPGA (sel de sodium) est fournis par Boehringer (Mannheim, Allemagne). Le acide
UDP-[U-"*C]-glucuronique (10-14 Gbg/mmol) (["*C]-UDPGA) provient de chez NEN Life
Science Products (Boston, MA). Tous les autres produits chimiques utilisés sont de qualité
analytique et proviennent de chez Merck ou Sigma.

Les plaques de chromatographie sur couche mince composé d’un gel de silice
(LK6DF, gel de silice cannelé 20 x 20 cm dont les pores ont une épaisseur de 60 A) sont
fournies par Whatman (Saint-Quentin, France). Lev 2(-4-t-butylphényl)-5(4-biphényl)-1,3,4-
oxadiazoel (butyl-PBD) provient de Merck.

1.2. Réactifs de biologie cellulaire et moléculaire

Les milieux de culture Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Dulbecco’s
modified Eagle’s medium MixF12 (DMEM Mix F12) et alpha Modified Eagle Medium
(otMEM), le sérum de veau feetal (SVF), les antibiotiques (streptomycine, pénicilline),
I’amphotéricine B, la L-glutamine, la gentamycine sont fournis par Gibco-BRL (Eragny,
France). Le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF) et le pyruvate de sodium
proviennent de chez Boehringer, le Nu-serum® de chez TEBU (Le Perray-en-Yvelines,
France). L’acide n-butyrique (sel de sodium), I’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane
sulfonique (hépés), le saccharose sont fournis par Sigma. Le tampon phosphate (PBS,

« Phosphate Buffer Saline ») provient de chez Eurobio (Les Ulis, France).
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Le Triton X-100, l’eau oxygénée proviennent de chez Sigma. Pour

I'immunohistochimie, deux kits sont utilisés. e premier contient le sérum bloquant,
I’anticorps secondaire biotinylé et le complexe avidine-biotine (« Novostain rabbit super ABC
kit (rabbit) » ; Novocastra, Newcastle, Angleterre). Le kit «liquid DAB substrate »
(Novocastra, Newcastle, Angleterre) permet de révéler la réaction. Les anticorps anti-COX-1
et anti-COX-2 sont fournis par Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA).
Le trizol, I’inhibiteur de RNase sont fournis par Gibco-BRL. La DNase « RQ1 RNase-free
Dnase » provient de chez Promega (France). La transcriptase inverse MMLV (« Moloney
Murine Leukemia Virus ») et la TAQ polymérase sont fournies par Eurobio. Les enzymes de
restriction EcoR I et Pvu Il proviennent de chez Gibco-BRL.

Les fragments de PCR sont purifiés par le kit « PCR reaction using QIAquick Gel
extraction kit protocol (Qiagen, Courtaboeuf, France), et lié dans un vecteur pCR®II-
TOPO (Invitrogen, Groningen, Netherland). Ce vecteur est amplifié dans des cellules E. Coli
compétentes TOP10 One Shot™ (Invitrogene). La synthése des sondes se fait grice aux
nucléotides marqués a la digoxigénine (« DIG RNA labelling Mix ») de Boehringer. La
concentration des sondes est estimée par comparaison a un témoin « Dig-labeled Control
RNA » (Boerhinger). Les enzymes T7 polymérase et SP6 polymérase sont fournies par
Promega. La protéinase K, le paraformaldéhyde, la triéthanolamine, le formamide désionisé,
le Diméthylpyrocarbonate (DMPC), le sulfate de dextran, la solution de Denhardt, les ARN
de transfert de levure, I’ ADN de sperme de saumon, la RNase A, le sérum normal de chévre,
le NBT, le BCIP et le vert de méthyle proviennent de chez Sigma. L’anhydride acétique est
fourni par Merck et les anticorps anti-digoxigénine couplé a la phosphatase alcaline sont

fournis par Boerhinger.

2. PREPARATION DES HOMOGENATS TISSULAIRES DE
MUQUEUSE OLFACTIVE, BULBES OLFACTIFS, ET
CERVEAU

Les expériences sont réalisées sur des rats Wistar (Janvier, France) de 1 jour, 1 semaine,
2 semaines et des rats males de 3 mois, 12 mois et 24 mois. Les animaux sont maintenus sous
les conditions standards de laboratoire c’est-a-dire des cycles lumiére/obscurité de 12h/12h,

un acces non restreint a la nourriture et a ’eau et une température ambiante de 22-24 °C. Pour
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obtenir des rats nouveau-nés, d’une semaine et de deux semaines, deux femelles et un male
sont mis ensemble pendant 48 heures, puis les femelles gestantes sont placées dans des cages
séparées.

Cette étude a été approuvée par le Comité Local d’Ethique de I’Expérimentation Animale.
Pour prélever les différents tissus, les rats sont sacrifiés par décapitation, le cerveau et les BO
sont rapidement prélevés, alors que la MO est grattée délicatement dans du LCR artificiel
(124 mM NaCl, 3,3 mM KCl, 1,24 mM KH,PO4, 1,3 mM MgSOy4, 2,5 mM CaCl,,
26 mM NaHCO; , 10 mM glucose) pour enlever les débris de cartilage. Les échantillons sont
immédiatement congelés dans 1’azote liquide et conservés a —80°C.

Les différents échantillons sont homogénéisés a 4 °C dans du tampon 50 mM phosphate de
potassium (pH 7,4), 1 mM, EDTA, 0,1 mM DTT en utilisant un homogénéisateur en verre de
Dounce. Nous avons utilisé des homogénats a cause de la faible quantité de MO récupérée qui

ne nous permettait pas d’isoler les microsomes.

3. ISOLEMENT DES MICROSOMES

3.1. Culture cellulaire d’astrocytes

Les cellules cultivées sont des cellules gliales de rats. Les cellules C6 (ATCC,
Interchim, Montlugon, France) sont une lignée d’astrocytes provenant d'un gliome et les

astrocytes en culture primaire proviennent de rats Wistar nouveau-nés.
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Cellules

Centrifugation 10 minutes 8 1 300 g

Sédiments Surnageant
Noyaux, débris cellulaire

Centrifugation 20 minutes a 10 000 g

Sédiments Surnageant
Mitochondries, lysosomes

Centrifugation 60 minutes a 100 000 g

Sédiments Surnageant
microsomes

Figure 27 : Schéma de l'isolement des microsomes.

Le milieu de culture des cellules de la lignée C6 est composé des milieux DMEM Mix
F12 et oMEM (1 : 1, v/v) additionnés de 10 % (v/v) de SVF inactivé par la chaleur, d'un
mélange d'antibiotiques et d'un antifongique (100 pg/ml de streptomycine, 100 unités/ml de
pénicilline et 0,25 pg/ml d'amphotéricine B), de 2 mM de L-glutamine, et de 1 ng/ml de
bEGF. Les cellules sont conservées dans du milien de culture contenant 5% de
diméthylsulfoxide (DMSO) (v/v) et 30 % de SVF inactivé par la chaleur, et stockées dans
I’azote liquide. Aprés ensemencement, les cultures sont incubées a 37°C dans une atmosphere

humide contenant 5 % CO,. Les cellules sont a confluence en 3-4 jours.

Les cultures primaires sont préparées selon la technique développée par Booher et
Sensenbrenner (1972). Deux femelles Wistar et un male sont mis en accouplement pendant 48
heures. La gestation dure vingt et un jours. Les rats nouveau-nés sont décapités, et les parties
dorsales droite et gauche du cortex cérébral sont prélevées en conditions stériles et plongées
dans du milieu de culture DMEM supplémenté par 10 % de SVF (v/v), 2 mM de L-glutamine
et 50 pg/ml de gentamycine. Les méninges sont soigneusement enlevées. Les cellules du

cortex sont dissociées par passages lents et successifs a travers une aiguille hypodermique,
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dans un faible volume (10 & 20 ml) de milieu de culture. Les cellules sont ensemencées dans
des boites de Pétri et mises a incuber a 37°C, en atmosphére humide contenant 5 % de CO,.
Le milieu est renouvelé deux fois par semaine. Les cultures sont a confluence aprés vingt
jours environ. Quand les cellules dissociées d'hémisphéres cérébraux de rats nouveau-nés sont
mises en culture dans ces conditions, ce sont essentiellement des cellules de type astrocytaire

qui survivent et se développent. Le milieu est renouvelé deux fois par semaine.

3.2. Lignée V79-UGT2B1

La lignée cellulaire V79 (fibroblastes de poumon de hamster chinois) transfectée de
maniére stable par I’'isoforme de rat UGT2B1 a été établie par Pritchard et al. (1994).
Les cellules V79 sont cultivées en monocouche dans du milieu DMEM complet supplémenté
par 5 % de Nu-serum®, des antibiotiques (100 pg/ml de streptomycine et 100 unités/ml de
pénicilline), 2 mM de L-glutamine et de 1 mM de pyruvate de sodium. L’expression des UGT
recombinantes est augmentée par traitement des cellules pendant 24 heures avec 2 mM

d’acide n-butyrique avant récolte.

3.3. Isolement des microsomes

L'UGT étant localisée dans les membranes du réticulum endoplasmique, 1’étude de
glucuronoconjugaison est réalisée sur des microsomes préparés par centrifugations
différentielles successives selon la méthode décrite par Walther et al. (1987).

Lorsque les cellules astrocytaires sont a confluence, elles sont récupérées par grattage dans du
tampon phosphate contenant 50 mM de KH,PO4/K,HPO4 (pH7,4), 1 mM dEDTA et
0,1 mM de DTT. Une premiére centrifugation a 2000 g pendant 10 minutes permet la
récupération du culot cellulaire. Ce culot est remis en suspension dans le tampon phosphate.
Les cellules sont ensuite soniquées, les tubes étant placés dans la glace, a une intensité de
60 W pendant 50 secondes. Une deuxiéme centrifugation a 1300 g pendant 10 minutes
permet de sédimenter les noyaux et les débris cellulaires. Cette centrifugation est suivie d'une
troisieme a 10 000 g pendant 20 minutes qui permet de sédimenter les mitochondries et
lysosomes. Le surnageant est récupéré et centrifugé a 100 000 g pendant une heure. Le culot
correspondant a la fraction microsomiale est remis en suspension dans du tampon contenant

100 mM de K,HPO,/ K,HPO, (pH 7,4), 1 mM d'EDTA et 20 % de glycérol (v/v).
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Les cellules V79-UGT2B1 sont grattées dans du PBS. Les fractions membranaires
sont préparées a partir d’homogénats cellulaires, par ultracentrifugations différentielles selon
une technique adaptée de Battaglia et al. (1994). Les culots cellulaires sont mis en suspension
dans du tampon 5 mM Hépes (pH 7,4), 0,25 M saccharose, soniqués trois fois 10 secondes,
puis centrifugés a 10 000 g pendant 10 minutes. Les fractions membranaires sont obtenues par
ultracentrifugation du surnageant a 100 000 g pendant 1 heure.

Les microsomes et les homogénats sont conservés a —80°C.

4. DOSAGE DES PROTEINES

La concentration des protéines présentes dans les homogénats et les microsomes est
déterminée par la méthode de Lowry et al. (1951), utilisant ’albumine bovine comme

standard.

5. DOSAGE DES GLUCURONIDES

Les glucuronides sont synthétisés dans des conditions optimales de pH, de température
et de temps et sont séparés par deux méthodes, la chromatographie sur couche mince (CCM)

et la chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

5.1. Chromatographie sur couche mince

La technique de Bansal et Gessner (1980) permet de séparer les glucuronides formés
du substrat et de 'UDPGA non utilisé grace a leur différence de polarité, par CCM suivie
d'une autoradiographie. La phase stationnaire est composée d’un gel de silice et la phase
mobile est apolaire. L'UDPGA, substance polaire, se fixe a la silice et donc migre peu. Par
contre, 1’aglycone apolaire migre avec la phase mobile et le glucuronide de polarité
intermédiaire a une distance de migration entre les deux. Cette technique est a la fois
qualitative par la mise en évidence d'un signal sur le film d'autoradiographie (Figure 29)et

quantitative puisque le C-glucuronide récupéré par grattage est compté.
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Glucuronides ———<:

Acide
UDP-glucuronique
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Alcool isoamylique
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4-hydroxydiphényle ’
4-hydroxydiphényle i

Figure 28 : exemple de film autoradiographique obtenue lors d’'une technique de chromatographie sur
couche mince. ¢

Cette technique implique l'utilisation du [**C]-UDPGA. Pour chaque expérience, un
témoin positif est réalisé avec du 1-naphtol comme substrat et plusieurs témoins négatifs sans
substrat sont aussi réalisés.
Pour optimiser la glucuronoconjugaison des molécules odorantes et des catéchols, les
microsomes sont activés par du Triton X-100 (rapport optimal Triton/protéine de 0,15)
pendant 15 minutes dans la glace (Suleman er al., 1993). L'UGT étant ancrée dans la
membrane du réticulum endoplasmique, 1'action de détergents va faciliter 1'accés du cofacteur
au site actif de l'enzyme. Les microsomes sont ensuite incubés & 37°C pendant 1 heure avec
du tampon 100 mM de Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM de MgCl,, 2,5 mM d'UDPGA, 0,1 uCi de
[“C]-UDPGA et 1 mM de substrat dissous dans du DMSO (volume final 40 ul).
Pour les AINS, les microsomes sont activés par de la digitonine dissoute dans du tampon
0,25M de saccharose, 1 mM d’EDTA (rapport optimal digitonine/protéine de 1) pendant
15 minutes dans la glace. Les microsomes sont ensuite incubés & 37°C pendant 1 heure avec
du tampon 100 mM d’acétate de sodium (pH 5,4), 10 mM de MgCl,, 2,5 mM de 'UDPGA,
0,1 uCi de [“C]-UDPGA, 1 mM de substrat, et 5mM de la saccharonolactone. La
saccharonolactone inhibe les B-glucuronidases actives & un pH acide et qui dégradent les

glucuronides formés.
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Les réactions sont arrétées avec de 1'éthanol absolu a la dilution finale 1/1, (v/v). Les protéines
précipitées sont ensuite centrifugées a 3 000 g pendant 20 minutes. Le surnageant (60 ul) est
alors déposés sur une plaque de CCM. Cette plaque est mise a sécher une nuit sous une hotte
ventilée puis déposée verticalement dans une cuve contenant une phase mobile composée de
n-butanol, d'acétone, d'acide acétique, d'ammoniaque 25 % et d'eau (35/25/9/1/30 ; v/v) qui va
entrafner la séparation des différents produits de réaction. La plaque séchée est ensuite
pulvérisée avec une solution de butyl-PBD 1 % dans du toluéne pour améliorer la sensibilité
de l'autoradiographie. Elle est a nouveau séchée environ une heure avant autoradiographie. La
plaque est mise en contact avec un film Kodak Biomax pendant 3 a 5 jours a l'abri de la
lumiere et & —20°C. Le film est développé, la plaque grattée a I’emplacement des glucuronides
et la radioactivité est mesurée dans un spectrometre a scintillation liquide.

La détermination de I’activité spécifique (AS) de glucuronoconjugaison se fait par le

calcul suivant :

AS=[(DPMe — DPMt) x Vt x Ut] / [Vd x DPMd x P x T]

DPMe : nombre de désintégrations par minute mesuré dans I’échantillon

DPMLt : moyenne des désintégrations par minute mesuré dans les témoins

Vt : volume total d’incubation (80 ul)

Ut : nombre total de molécules d’UDPGA dans le milieu réactionnel (UDPGA froid et chaud)
(= 100 nmol)

Vd : volume de surnageant déposé sur la plaque de CCM (60 pl)

DPMd : nombre de désintégration par minute mis au départ dans le milieu réactionnel

P : quantité de protéine présente dans I’incubation (0,04 — 0,08 mg)

T : temps d’incubation (1 heure)

5.2. Chromatographie liquide a haute performance en

phase inverse

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une technique qui permet
la séparation des composés d’un mélange selon leur polarité. En phase inverse, les molécules
¢liminées en premier sont les plus polaires.

Cette technique nous a permis d’identifier le glucuronide d’apomorphine formé par 1’isoforme

UGT2B1
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Le systeéme de chromatographie liquide a haute performance couplé a un détecteur UV
est composé d’une pompe Waters 510, d’une colonne Novapak C-18 (Waters, Phase
Separations, Saint Quentin, France) 8 mm x 100 mm, remplie avec des particules de 4 um, et
qui est insérée dans un module de compression Radial-Pak (Waters). Le détecteur Waters 996
relié a la pompe 510 permet la détection des pics, de tracer les spectres des substances
absorbant dans 1’ultraviolet. Les cartouches SEP-PACK C-18 proviennent également de chez
Waters (Phase Separations, Saint Quentin, France).

La réaction enzymatique consiste a incuber a 37 °C, pendant 1 heure, les microsomes
de cellules V79-UGT2B1 ou de foie (200 pg de protéines) avec du tampon 100 mM de Tris-
HCI (pH 7,4), 10 mM de MgCl,, 2,5 mM d’UDPGA et 1 mM d’apomorphine (dissoute dans
de ’HCI 0,01 N). La réaction est arrétée a 4°C par ajout de 20 pl d’HCI 6 N. Les protéines
sont précipitées par centrifugation a 3 000 g pendant 20 minutes. Le surnageant est filtré dans
des colonnes Sep-Pack C-18, préalablement équilibrée par passage de 5 mi de méthanol puis
de 5 ml d’eau. L’UDPGA a un temps de rétention proche de celui de 1’apomorphine, ces deux
substrats sont élués quasiment en méme temps. Pour augmenter la résolution du systéme,
I’excés d’UDPGA est donc éliminé dans le filtrat aprés passage sur les cartouches SEP-
PACK. Les glucuronides sont retenus dans la colonne et sont complétement récupérés apres
lavage avec 700 pl d’eau puis 1 ml de méthanol. Le méthanol est évaporé sous azote. Le culot
est repris dans de la phase mobile composée d’acétonitrile, d’eau et de TFA (25/74,9/0,04 ;
v/vlv) et injecté dans le syst¢tme CLHP. La détection se fait sous un flux de 1 ml/min a 215
nm. Le glucuronide formé est déterminé en comparant les chromatogrammes obtenus & partir

des microsomes de cellules V79-UGT2B1 a ceux des microsomes de foie de rat.

5.3. Fluorimétrie

La mesure de l'activité de glucuronoconjugaison du l-naphtol est réalisée sur trois
fractions différentes : des microsomes de foie (témoin positif), d'astrocytes en culture primaire
et d'astrocytes immortalisés C6. Les microsomes sont incubés 15 minutes & 37°C avec de
I'UDPGA 2 mM et du 1-naphtol 1 mM dans du tampon 100 mM de Tris-HCI1 (pH 7,4),
10 mM de MgCl,. Aprés arrét de la réaction avec du tampon acide trichloroacétique 0,4 M
(pH 2,2), glycine 0,6 M, une extraction au chloroforme est réalisée. Le glucuronide de 1-
naphtol est utilis€ comme standard. Aprés centrifugation 10 minutes a 5000 g, la phase

aqueuse est récupérée. La lecture au fluorimétre (Hitachi F-2000 Fluorescence
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Spectrophotometer, Science Tech, Tokyo, Japon), aux longueur d’onde d’excitation et
d’émission, respectivement 290 nm et 330 nm, se fait directement aprés ajout de 1,8 ml de
NaOH 0,1 M a 100 pl de la phase aqueuse. Les quantités de glucuronide de 1-naphtol
présentes dans le milieu réactionnel sont évalués par comparaison avec I’intensité de

fluorescence d’une gamme étalon de 1-B-D-glucuronide de naphtol (Sigma).

6. IMMUNOHISTOCHIMIE

L’immunohistochimie permet de mettre en évidence la présence d’une protéine dans un
tissu. Un anticorps primaire dirigé contre la protéine choisie va se fixer sur celle-ci. Un
anticorps secondaire biotinylé dirigé contre ’anticorps primaire va se fixer a celui-ci. Le
complexe avidine-biotine couplé a la peroxydase se fixe aux biotines de I’anticorps
secondaire. Ce complexe permet d’amplifier le marquage. La réaction est révélée par ’ajout

du substrat de la peroxydase, la diaminobenzidine (DAB) (Figure 30).

DAB Prodmt brun-rouge

><w><<~ L»><<—« P»\f
(l’\ (P ) P) peroxydase

s N A A

) (p
PP

avidine Anticorps secondaire biotinylé

Anticorps anti-COX

COX

Figure 29 : Principe de I'immunohistochimie
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6.1. Préparation des coupes

Des rats Wistar males (350-370 g) sont anesthésiés avec un mélange kétamine
(Imalgeéne, Merial, Lyon, France) 50 mg/kg et de l’acépromazine (Vétranquil, Sanofi,
Libourne, France) 1,25 mg/kg avant une perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde 4 %
(v/v) dans du PBS. La MO, les BO et le cerveau sont prélevés, déshydratés dans des bains
d’alcool a concentration croissante et inclus en paraffine. Un microtome permet de réaliser

des coupes de 5 um d’épaisseur.

6.2. Protocole

Les coupes sont déparaffinées 5 minutes dans du tolueéne, puis réhydratées dans des
bains d’alcool a concentration décroissante. Elles sont lavées dans de I’eau puis dans du PBS.
Les coupes sont perméabilisées dans du Triton X-100 0,3 %. Trois lavages au PBS sont alors
réalisés. Les sites aspécifiques sont bloqués par incubation dans du sérum bloquant pendant
1 heure 30. Puis, les coupes sont incubées une nuit a 4 °C avec 10 pg/ml d’anticorps de lapin
anti-COX-1 ou anti-COX-2. Le lendemain, les coupes sont lavées 3 fois dans du PBS puis
incubées 45 minutes avec le deuxiéme anticorps anti-lapin biotinylé dilué dans le sérum
bloquant. Les coupes sont lavées et les peroxidases endogénes sont inhibées par incubation
dans 3 % d’eau oxygénée. Les coupes sont a nouveau lavées dans du PBS et incubées avec le
complexe ABC (contient de I’avidine et de la biotine) pendant 45 minutes. Ce complexe
permet d’amplifier la marquage. Les coupes sont lavées dans du PBS puis dans de 1’eau. Le
substrat de la peroxydase, la DAB, est incubé pendant 3 min environ. Les lames sont ensuite

montées avec la résine Eukitt (O. Kindler, Freiburg, Allemagne).

7. TRANSCRIPTION INVERSE- POLYMERASE EN CHAINE
(RT-PCR)
L’expression des ARNm codant 'UGT1A6 est quantifiée a partir d’une technique de
RT-PCR quantitative multistandard utilisant & la fois la conservation inter-espéce des

séquences des génes codant pour ’'UGT1AG et la -actine, et le polymorphisme de restriction

existant entre ces mémes especes (Khiri et al., 1996) (Figure 31). Les ARN totaux extraits a
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partir de tissus de rat sont mélangés a des ARN totaux extraits d’un mélange de tissus murins
(peau, adipocytes et muscle) qui contiennent la séquence d’intérét et celle de la B-actine, ce
qui apporte a la fois les séquences compétitives de 'UGT1AG et de la -actine. Les ARNm
extraits de tissus murins agissent alors comme une source multistandard : la séquence de la (3-
actine sert de standard interne et celle de ’'UGT1A6 murine de standart externe. Les amorces
utilisées doivent amplifier avec la méme efficacité les différentes séquences.

Préparation ARN totaux Préparation ARN totaux
a partir de tissu de rat a partir de tissu de souris

N7

Mélange de 1 yg de chaque préparation
Transcription inverse

N

Amplification optimisée de 'UGT1A6 Amplification optimisée de I'actine

N

Quantification des produits digérés
aprés marquage au bromure d'éthidium
et analyse densitométrique

Figure 30 : Schéma de le RT-PCR semi-quantitative.

7.1. Extraction des ARNm

Les rats Wistar méles nouveau-nés, de 3, de 12 et de 24 mois sont décapités. Le
cerveau et les BO sont rapidement prélevés, coupés en morceau et congelés dans 1’azote
liquide. Les ARNm sont extraits en utilisant du Trizol selon la méthode de Chomczynski et
Sacchi (1987). Les morceaux de tissu sont broyés dans 1 ml de Trizol, puis additionné de
100 pl de chloroforme. Aprées 5 minutes a 4°C, les tubes sont centrifugés 20 minutes a 15 000

g. La phase aqueuse est récupérée. Un demi-volume de chloroforme est ajouté. Aprés une
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centrifugation de 10 minutes a 13000 g, les ARN présents dans la phase aqueuse sont
précipités a —80 °C aprés ajout d’un volume d’isopropanol. Apres centrifugation 20 minutes a
15000 g et lavage du culot avec 500 pul d’éthanol a 70 %, les culots d’ARN sont séchés a
température ambiante et repris dans de 1’eau distillée stérile. Afin d’éviter toute contamination
génomique, les ARN sont traités par une DNase (RQl RNase-free DNase) pendant
30 minutes & 37 °C en présence d’un inhibiteur de RNase (RNase Inhibitor, 10 unités). La
réaction est arrétée par ajout de 1 % EDTA 0,5 M (pH 8). Les ARN sont & nouveau extraits
par la méthode phénol-chloroforme. Les échantillons sont dosés dans un spectrometre (1 unité

de Ajzeonm d’ARN simple brin = 40 pg/ml) et, la pureté vérifiée par établissement du rapport
A260nm/ A280nm.

7.2. Etape de transcription inverse (RT)

Des quantités identiques (1 pg) d’ARN extrait de tissu de rat (MO, BO ou cerveau) et
d’ARN extraits de tissus de souris (peau, adipocytes et muscles) sont mélangés, chauffées 3
minutes a 65 °C et maintenues dans la glace. La transcription inverse est réalisée 1 heure 30 a
37 °C dans un volume final de 20 pl contenant 50 mM de tampon Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM
de KCI, 3 mM de MgCl,, 10 mM de dithiotréitol, 5 uM d’un mélange d’amorces aléatoires de
six nucléotides, 0,5 mM de chaque dNTP et 200 unités de transcriptase inverse MMLV.

7.3. Etape d’amplification (PCR)

Deux amplifications séparées par PCR, pour I'UGT1AG6 et la B-actine, sont réalisées
avec des amorces oligonucléotidiques qui peuvent s’hybrider avec la méme efficacité sur les
séquences du rat et de la souris. Pour ’'UGT1A®6, I’amorce directe LAGDIRR/S (5’-GGA CTC
AGT TCT AGG TGA CAA GC-3’) s’étend du nucléotide 191 a 213 et I’amorce inverse
1A6REVR/S (5’-GGC GTT GAC ATA GGC TTC AAA TTC C -3°), du nucléotide 1010 a
986, selon la séquence de souris déposée dans la banque sous le numéro U16818 (Reuter et
al., 1994). Les nucléotides sont synthétisés par MWG-Biotech (Courtaboeuf, France). La
position 3 de ’amorce directe est occupé par un A pour ne pas favoriser une matrice par
rapport a ’autre. Pour la B-actine, ’amorce directe ACT 53 s’étend du nucléotide 558 4 579,
et I’amorce inverse ACT33 s’étend du nucléotide 1126 a 1100, selon la séquence humaine

(Ponte et al., 1984). Les réactions d’amplification sont réalisées en ajoutant a la solution de
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PCR, 1 pl de la solution d’ADN complémentaire synthétisé¢ précédemment. La solution de
PCR contient 20 mM de tampon Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KC], 1,5 mM de MgCl,, 0,2
mM de chaque dNTP, 0,4 uM d’amorces, et 2,5 mM de Taq DNA polymérase. Les
échantillons sont maintenus dans la glace avant d’étre placés dans un thermocycler (Gene E,
Techne, OSI, Maurepas, France). Pour amplifier le géne de ’'UGT1AG®6, les produits de RT
sont soumis a 31 cycles comprenant une étape de dénaturation a 94 °C pendant 45 secondes,
une étape d’hybridation a 60 °C pendant 45 secondes et une étape d’élongation 45 secondes a
72 °C. L’amplification de la B-actine consiste en 27 cycles composé d’une dénaturation de 45
secondes a 94 °C, d’une hybridation de 45 secondes a 65 °C et d’une élongation de 45

secondes a 72 °C.

7.4. Détection et quantification

Chaque produit d’amplification est distingué par le polymorphisme des sites de
restriction. Le produit de PCR de PUGT1A6 de souris est digéré par EcoR I en deux
fragments (682 et 138 paires de bases), alors que celui du rat n’est pas coupé. Une méme
différence de site de restriction permet de différencier la 3-actine de rat de celle de souris. Un
site de restriction de I’enzyme Pvu II qui produit des fragments de 475 et 94 bases est présent
chez le rat mais pas chez la souris. Aprés migration sur gel d’agarose 1,5 % (p/v) contenant au
bromure d’éthidium, les produits de PCR digérés sont photographiés sous une lampe UV par
une caméra liée a un systéme d’analyse d’image (NIH software) permettant la quantification
de chaque bande. Pour chaque échantillon, les résultats sont exprimés, selon la méthode de
Khiri et al. (1996), en unité arbitraire par le rapport :

(génerat/ génesoun's) X (B'aCtinesouris/ B‘aCtinerat)

8. HYBRIDATION IN SITU

L’hybridation in situ est une technique qui permet de mettre en évidence la présence
d’ARNm a I’intérieur des cellules. Nous avons utilisé des sondes non radioactives marquées a
la digoxigénine. Deux sondes, une dont la séquence nucléotidique est la méme que celle de
I’acide nucléique recherché (sonde sens) et I’autre qui est complémentaire (sonde anti-sens),

sont synthétisées et amplifiées. Une transcription in vitro permet de marquer la sonde a la
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digoxigénine. Cette sonde va s’hybrider sur ’ARNm cible. Un anticorps anti-digoxigénine
couplé a la phosphatase alcaline va reconnaitre et se fixer sur les nucléotides marqués a la
digoxigénine. L’ajout du substrat de la phosphatase alcaline va permettre la mise en évidence
de I’hybridation. La sonde sens, ayant la méme séquence que I’ARNm cible, est le témoin

négatif, car elle ne s’hybride pas (Figure 32).

ARNm cible

3 Sonde sens ) s\ 5

Figure 31 : Principe de I'hybridation in situ.

8.1. Synthése des sondes.

8.1.1. Transformation de bactéries avec la séquence d’intérét

La technique de RT-PCR est réalisé sur du foie de rat pour amplifier les ARNm de
IPUGT1AS6. Les amorces choisies sont TCT TCC TGC TGC TCG ACT TCC (directe) et TGG
TTC TCC CTG AGG AAG CTG (reverse). La technique est la méme que précédemment, le
fragment amplifié est de 414 bases.

Les fragments de PCR de 'UGT2A1 (fournis par J.M. Heydel, Laboratoire de Biochimie
Pharmacologie Toxicologie, Dijon) et de 'UGT1A6 sont purifiés en utilisant le kit « PCR
reaction using QIAquick Gel extraction kit protocol » (Qiagen), et lié dans un vecteur

pCR®II-TOPO (Invitrogéne). Ce vecteur contient les promoteurs des polymérases SP6 et T7.
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Des cellules compétentes chimiquement TOP10 One Shot™ sont transformées avec le
plasmide recombinant. Les bactéries sont ensemencées dans des boites de Pétri contenant du
milieu LB-agar 32 g/l(Gibco-BRL) supplémenté avec 50 pg/ml de kanamycine et 40 mg/ml
de X-galactose (Invitrogen). Les bactéries qui ont inséré le plasmide sont les seules qui vont
croitre, le plasmide portant la résistance a la kanamycine. Le site d’insertion de la séquence
d’intérét se trouve dans le géne LacZ qui code pour une B-glucuronidase. Cette protéine clive
le X-galactose en galactose et X qui donne une couleur bleue a la bactérie. Par conséquent si

notre séquence est insérée, le géne lacZ n’est pas exprimé est les bactéries restent blanches.

8.1.2. Amplification du plasmide avec Uinsert

Les cellules ayant insérées le plasmide (bactéries blanches) sont prélevées et
ensemencées dans du milieu LB Broth base 20 g/l (Gibco-BRL) contenant 50 pg/ml de
kanamycine (Gibco-BRL) une nuit a 37 °C.

Une minipréparation de plasmides est réalisée. Deux ml de culture bactérienne sont
centrifugés & 13 000 g pendant 5 minutes. Le culot est repris par 200 pl de tampon 50 mM
Tris-HCI (pH 8), 10 mM d’EDTA et 100 png/ml de RNase A. Un volume de tampon de lyse
(200 mM de NaOH, 1 % de SDS (p/v)) est ensuite ajouté. Apres agitation par retournement
successifs, 200 pul de tampon acétate de potassium 3 M (pH 5,5) est ajouté. L’ensemble est
placé 15 minutes dans la glace. Une centrifugation a 13 000 g pendant 20 minutes est réalisée.
Un volume d’isopropanol est alors ajouté au surnageant. Aprés une centrifugation a 13 000 g
pendant 20 minutes, le culot est séché puis repris dans 20 ul d’eau stérile. La présence de
Pinsert est vérifi€e par migration sur gel d’agarose 1,5 % de la minipréparation digérée par
I’enzyme EcoR 1. Deux bandes, 1'une correspondant a I’insert et une correspondant au

plasmide sont observées.

Une maxipréparation de plasmide est alors réalisée. Le principe d’isolement des
plasmides est identique mais les volumes utilisés sont plus grands. La totalité de la culture est
centrifugée a 6 000 g pendant 15 minutes. Le culot est reprit dans 10 ml de tampon 50 mM
Tris-HCI (pH 8), 10 mM d’EDTA et 100 pg/ml de RNase A. Un volume de tampon de lyse
(200 mM de NaOH, 1 % de SDS (p/v)) est ensuite ajouté. Aprés agitation par retournement
successifs, 10 ml de tampon acétate de potassium 3 M (pH 5,5) est ajouté. Apres incubation
15 minutes dans la glace, un centrifugation de 30 minutes a 20 000 g est réalisée. Le

surnageant est récupéré et passé sur une colonne échangeuse d’ions QIAGEN-tip 500 selon les
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recommandations du fournisseur (GIAGEN Plasmid Maxi). Aprés lavage et élution, le culot
est récupéré et séché. Il est ensuite repris dans 200 ul d’eau stérile puis dosé (une unité de

Az60 nm de plasmide = 50 pg/ml).

Le plasmide est purifi€ avec le kit d’extraction « Qiagen QIAquick Gel extraction kit

protocol ». Il est séquencé pour connaitre le sens d’insertion de la sonde.

8.1.3. Transcription in vitro

Les fragments antisens et sens sont générés par linéarisation du vecteur pCR®II-TOP
par les enzymes de restriction Xba I et BamH 1. La polymérase T7 transcrit le fragment coupé
par 'enzyme BamH 1 et la polymérase SP6, celui coupé par I’enzyme Xba I. Les sondes
marquées a la digoxigénine sont synthétisées par transcription in vitro en utilisant un mélange
de nucléotides dont 1’uridine est marqués a la digoxigénine (« DIG RNA labelling Mix »,
ATP 10 mM, CTP 10 mM, GTP 10 mM, UTP 6,5 mM et DIG-11-UDP 3,5 mM), suivant les
recommandations du fournisseur (Boehringer). Le plasmide (2,5 pg) est incubé 2 heures a
37 °C avec 10 mM de DTT, des dNTP 1X, du tampon de transcription 1X (Eurobio), et 40
unités de polymérase SP6 ou T7 (Eurobio). La réaction est arrétée avec 0,2 M d’EDTA (pHS).
Les sondes sont purifiées par I’ajout de 2,5 pl de chlorure de lithium 4 M et 75 pl d’éthanol
absolu froid. Elles sont précipitées 30 minutes a —80 °C. Aprés une centrifugation a 13 000 g
pendant 15 minutes, le culot est lavé avec 50 ul d’éthanol a 70 %. Le culot est séché et repris

dans 50 pl d’eau DMPC. Les sondes sont conservées a —80 °C.

8.1.4. Dosage de la sonde

Plusieurs dilutions des solutions de sonde sens et antisens et d’un témoin (« DIG-
labeled control RNA ») sont déposées sur une membrane de nylon. Les ARN sont fixées a la
membrane 5 minutes sous UV. La membrane est lavée dans du tampon 10 mM acide
maléique (pH 7,5), 15 mM NaCl et 0,03 % de tween 20 (v/v) (tampon de lavage). Les sites
aspécifiques sont bloqués dans un tampon 10 mM acide maléique (pH 7,5), 15 mM NacCl
contenant 1 % de solution bloquante ( « Liquid blocking reagent », Amersham). L anticorps
anti-digoxigénine couplé a la phosphatase alcaline (1/5000 dans la solution de blocage) est
incubé 30 minutes. La membrane est lavée dans le tampon de lavage puis incubée dans du
tampon de détection (10 mM Tris-HCl (pH 9,5), 10 mM NaCl). La révélation se fait en

incubant la membrane avec le substrat, mélange de 0,33 mg/ml de NBT et 0,165 mg/ml de
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BCIP dans du tampon de détection. La réaction est arrétée par lavage dans de I’eau. Les spots

correspondant a la sonde sens ou antisens sont comparés a ceux du témoin dont les

concentrations sont connues.

8.2. Hybridation in situ

Les coupes de paraffine sont réalisées de la méme maniére que pour la technique

d’immunohistochimie. Les coupes de 5 pm d’épaisseur sont placées, une nuit, dans une étuve
a 40 °C. Elles sont déparaffinées dans du toluéne, réhydratées dans des bains d’alcool a
concentration décroissante, lavées dans du PBS puis dans du PBS contenant 100 mM de
glycine. Les coupes sont perméabilisées 15 minutes dans du Triton X-100 0,3 % (v/v) dans du
PBS, lavées, puis déprotéinisées avec 10 pg/ml de protéinase K dans du tampon100 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA pendant 30 minutes a 37 °C. Les coupes sont alors post-fixées 5
minutes a 4 °C dans du paraformaldéhyde 4 % dans du PBS. Aprés deux lavages dans du
PBS, elles sont acétylées avec de la triéthanolamine 0,1 M contenant 0,25 % (v/v)
d’anhydride acétique. Les sections sont entourées avec un marqueur hydrophobe (PAP-PEN,
Daido, Sangyo, Japon) et incubées 10 minutes au moins a 37 °C avec du tampon de
préhybridation contenant du SSC 4X, 50 % (v/v) de formamide désionisé et de I’eau DMPC.
L’hybridation est réalisée avec 50 a 100 ng de sondes dénaturées dans du tampon composé de
40 % de formamide désionisé (v/v), 10 % de sulfate de dextran (v/v), de solution de
Denhardt’s 1X, du SSC 4X, 10 mM de DTT, 1 mg/ml d’ARNt de levure et 0,2 mg/ml d’ADN
de sperme de saumon dénaturé. Les coupes sont recouvertes d’une lamelle et placées dans une
chambre humide. L hybridation se fait dans une étuve a 42 °C, pendant une nuit.
Les coupes sont lavées deux fois dans du SSC 2X pendant 15 minutes, puis deux fois
15 minutes dans du SSC 1X. Les sondes non fixées sont digérées par 20 pg/ml de RNase A
dans du tampon NTE (10 mM Tris-HC1 (pH 8,0), S00 mM NaCl, 1 mM EDTA,) pendant
30 minutes a 37 °C suivi de 2 lavages dans du SSC 0,1X.

8.3. Détection immunologique

Les coupes sont incubées 10 minutes dans du tampon 1 (100 mM Tris-HCI (pH 7,5), NaCl
150 mM), bloquées 30 minutes dans le méme tampon contenant 0,1 % de Triton X-100 et 2 %

de sérum normal de chevre, et incubées 2 heures avec ’anticorps anti-digoxigénine couplé a
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la phosphatase alcaline (1/250 dans du tampon 1 contenant 0,1 % de triton X-100 et 1 % de
sérum normal de chévre). Les coupes sont lavées 2 fois dans du tampon 1, puis 10 minutes
dans du tampon 100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, (tampon 2). La
réaction est révélée par ajout du substrat de la phosphatase alcaline ¢’est-a-dire le NBT/BCIP
(0,33 mg/ml de NBT et 0,165 mg/ml de BCIP dans du tampon 2). La réaction est arrétée dans
du tampon Tris-HC] 10 mM (pH 8,1), EDTA 1 mM. La contre-coloration se fait au vert de

méthyle 1 % 3 minutes puis les lames sont montées avec de la résine Eukitt.
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1. LES UGT DE LA MUQUEUSE OLFACTIVE, DES BULBES
OLFACTIFS ET DU CERVEAU

1.1. Glucuronoconjugaison de molécules odorantes

Publication 1

Glucuronidation of odorant molecules in the rat olfactory system.
Activity, expression and age-linked modifications of
UDP-glucuronosyltransferase isoforms, UGT1A6 and UGT2A1,

and relation with mitral cell activity.

LECLERC S., HEYDEL J.M., AMOSSE V., GRADINARU D., CATTARELLI M., ARTUR
Y., GOUDONNET H., MAGDALOU J., NETTER P., PELCZAR H., MINN A.

Molecular Brain Research, 2002, sous presse.

Au cours de ce travail, nous avons étudi€ 1’activité de glucuronoconjugaison des UGT
présentes dans des homogénats cellulaires de MO, de BO et de cerveau, de 24 molécules
odorantes. La plupart de ces molécules sont conjuguées efficacement par les UGT de la MO,
alors que dans les BO et le cerveau les activités de glucuronoconjugaison sont plus faibles et
peu de molécules odorantes sont conjuguées. Des changements dans le profil de conjugaison
selon 1’4ge sont observés dans la MO et les BO. L’activité est faible chez les rats de 1 jour
puis augmente pour atteindre un maximum a 1’dge de 3 mois et décroit ensuite dans la MO.
Dans les BO comme dans le cerveau, 1’activité est maximale pour les rats nouveau-nés puis
elle diminue avec I’4ge. L’expression de deux isoformes, 'UGT1A6 et UGT2A1, a également
été étudiée en fonction du développement. L’expression des ARNm de 'UGT1AG6 est du
méme ordre de grandeur dans la MO, les BO et le cerveau selon les dges étudiés. Les ARNm
de 'UGT2A1 sont exprimés dans la MO et les BO, le taux d’ARNm de 'UGT2A1 étant 400
a 4 000 fois plus important que celui de 'UGT1A6. Des variations de la quantité d’ ARNm de
P'UGT2AL1 en fonction de I’4ge ont également été observé. Comme les enzymes métabolisant
les médicaments peuvent avoir un réle dans la fonction olfactive, ’activité électrique de

cellules mitrales a été enregistrée durant la présentation de différentes molécules odorantes a
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des rats jeunes, adultes et vieux. Des changements d’amplitude des réponses en fonction de
I’4ge, aprés une stimulation avec plusieurs molécules odorantes, ont été observés. Les
réponses les plus fortes sont obtenues avec les molécules les moins conjuguées dans la MO.

En conclusion, ce travail suggere I’implication des UGT dans le processus olfactif.
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Abstract

The aim of the present study was to examine the glucuronidation of a series of odorant
molecules by homogenates prepared either with rat olfactory mucosa, olfactory bulb or brain.
Most of the odorant molecules tested were efficiently conjugated by olfactory mucosa,
whereas olfactory bulb and brain homogenates displayed lower activities and glucuronided
only a few molecules. Important age-related changes in glucuronidation efficiency were
observed in olfactory mucosa and bulb. Therefore, we studied changes in expression of two
UDP-glucuronosyltransferase isoforms, UGT1A6 and UGT2A1, in 1-day, 1- and 2-week-, 3-,
12- and 24-month-old rats. UGT1A6 was expressed at the same transcriptional level in the
olfactory mucosa, bulb and brain, throughout the life period studied. UGT2A1 mRNA was
expressed in both olfactory mucosa and olfactory bulb, in accordance with previous results
[Heydel et al. Mol. Brain Res. 90 (2001) 83-92], but UGT2A1 transcriptional level was 400 to
4000 times higher than that of UGT1A6. Moreover, age-dependent variations in UGT2A1
mRNA expression were observed. As it has been suggested that drug metabolizing enzymes
could participate to olfactory function, mitral cell electrical activity was recorded during
exposure to different odorant molecules in young, adult and old animals. Age-related changes
in the amplitude of response after stimulation with several odorant molecules were observed,
and the highest responses were obtained with molecules that were not efficiently glucuronided
by olfactory mucosa. In conclusion, the present work present new evidence of the

involvement of UGT activity in some steps of the olfactory process.

Theme F: Sensory systems

Topic: Olfactory senses

Key words: Olfactory mucosa, olfactory bulb, glucuronidation, UGT expression, odorants,
mitral cells.

Abbreviations: BBB, blood-brain barrier; CYP, cytochrome P450; OBP, olfactory binding
proteins; UDPGA, UDP-glucuronic acid; UGT, UDP-glucuronosyltransferase.



Introduction

The olfactory sensory system of vertebrate can recognize and discriminate a large number of
odorants of diverse molecular structure. Olfactory perception is initiated by interaction of
odorants with receptors located on the olfactory cilia, a specialization of the dendrites of
olfactory sensory neurons. These numerous olfactory receptors, which are expressed by a
series of different genes [27], are coupled to a G-protein and their stimulation mainly leads to
the production of a second messenger, cAMP [30]. The binding of cAMP to an ion channel
allows a flux of positive ions into the cells that generates action potentials which are directed
to the brain [25]. The olfactory bulb is the first relay of transmission of olfactory information
between the nasal mucosa and the brain.

If present in excess, odorant molecules bind to olfactory binding proteins (OBP), which carry
odorants to the endoplasmic reticulum where they are substrates of cytochromes P450 (CYPs)
[26], glutathione S-transferase [2] or UDP-glucuronosyltransferases (UGTs), leading to their
metabolism and elimination [4]. Some of these enzymes, such as CYP2G1 [14], are only
expressed in the olfactory mucosa, whereas the others exhibit a broader pattern of expression
[2, 20]. All these proteins play a role in modulating the concentration of odorant molecules,
and therefore, should contribute to both the valuable transmission of olfactory messages and
to the detoxification of potentially toxic molecules present in the inspired air.

Mainly expressed in the liver, the UGTs are a multigenic superfamily of enzymes that
catalyze the conjugation of glucuronic acid from UDP-glucuronic acid (UDPGA) to various
endogenous and exogenous substances bearing a hydroxyl, carboxyl or amine group. The
formed glucuronides are hydrophilic metabolites readily eliminated in bile or urine (for a
review, see [29]). Glucuronidation also occurs in extra-hepatic tissues exposed to xenobiotics,
such as skin, lung, intestine, or brain [24, 29, 32]. In this respect, we recently demonstrated
the presence of the isoform UGTI1A6, an isoform that metabolizes preferentially planar
phenols [29], in the olfactory bulb [10], isolated brain microvessels that form in vivo the
blood-brain barrier (BBB), and choroid plexus [22]. In the nasal epithelium, several groups
[17, 21] have identified the olfactory UGT2A1, that is highly expressed and considered as
tissue specific, but we recently showed that UGT2AL1 is also expressed in the olfactory bulb
[13]. Nevertheless, scarce information is available concerning the expression and functions of

UGT isoforms in olfactory and cerebral tissues.
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In the present work, we determined the glucuronidation potency of the rat olfactory mucosa,
olfactory bulb and brain parenchyma toward a series of 24 chemically unrelated odorant
molecules, and we examined the effects of aging on this activity. Using quantitative RT-PCR,
we also described the expression changes of UGT1A6 and UGT2A1 isoforms in the brain,
olfactory bulb and mucosa during animal development and aging. Moreover, since
glucuronidation of odorant molecules in the olfactory mucosa results in changes in their
concentration, it could also alter electrical responses of the olfactory tissue to odors. Thus we
also checked the influence of odor quality on amplitude, duration, and latency of positive

responses as a function of age.

Materials and methods

Materials

Odorant molecules: caprylic acid, geraniol, trans-2-hexen-1-ol, 1-nonanol, B-citronellol,
carvacrol, coniferyl alcohol, eugenol, p-hydroxybenzaldehyde, vanillin, (-)-borneol, (+)-
borneol, 4-hydroxydiphenyl, anisole, 1-octen-3-ol, camphorcarboxylic acid, (-)-nopol, (-)-
menthol, (-)-nicotine, (-)-myrtanol, 1-naphthol, isoamyl acetate, and cineole were purchased
from Sigma. Isoamyl alcohol was obtained from Merck. Other routine reagents were of the

highest purity commercially available.

Animals:

For enzymatic assays, we used 1-day-, 1-week-, 2-week-, and male 3-month-, 12-month- and
24-month-old Wistar rats, and male Wistar SPF rats for electrophysiological assays (Janvier,
France). The animals were maintained under standard laboratory conditions on 12: 12h
light/dark cycle with unrestricted access to standard rodent food and tap water. In order to
obtain newborn, 1-week-, and 2-week-old rats, two female rats in proestrus cycle were housed
together with a male for 24 h, and pregnant females were then maintained in separate cages.
For electrophysiological studies, four groups of animals were considered: 15 + 4 day-old rats
(45.5 = 10.0 g) (n = 12); 3 month-old adults (476.7 + 55.0 g) (n = 10); 12 month-old (631.2 +
83.3 g) (n = 5); and 16 month-old (685.0 £ 24.9 g) (n = 5). Our local Ethics Committee for
Laboratory Animal Care approved the study.



Tissue preparation:

For tissue harvesting, rats were sacrificed by decapitation and the brain and olfactory bulb
were rapidly removed, whereas olfactory mucosa was carefully scraped under binocular
microscope in sterile artificial cerebrospinal fluid (124 mM NaCl; 3.3 mM KCI; 1.24 mM
KH,POy; 1.3 mM MgSOy; 2.5 mM CaCl,; 26 mM NaHCOs; 10 mM glucose) to remove any
cartilage debris. Liver samples were also harvested from 3-month-old rats for control
glucuronidation activity measurements. The samples were immediately frozen by immersion
into liquid nitrogen and stored at —80°C.

Before conjugation activity assays, samples were thawed and homogenized in a 50 mM
potassium phosphate, 1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, pH 7.4 buffer using a manual glass
Dounce type homogenizer. We only used homogenates because of the minute quantities of
mucosa available from a rat, especially a newborn rat, making it very difficult to isolate
microsomes. Protein content was determined according to the method of Lowry et al. [23],
using bovine serum albumin as a standard.

Total RNA was extracted according to a microscale method [6], using a RNAXEL Kkit
(Eurobio, les Ulis, France). The RNA preparations were incubated in the presence of RNAse-
free DNAse (Promega, Lyon, France) in order to avoid amplification of possible

contaminating genomic DNA.

Measurement of glucuronidation activity:

UGT activities toward odorant molecules were measured in olfactory mucosa, olfactory bulb,
and brain homogenates by a thin layer chromatographic method [1]. 1-Naphthol conjugation
was considered as the positive activity control. Before assays, the homogenates were activated
by addition of 0.15 mg Triton X-100/mg protein for 15 min on ice [32]. Aliquots of
homogenates (0.04-0.08 mg protein) were incubated for 1 hour at 37°C in a 10 mM MgCl,,
100 mM Tris-HCI, pH 7.4 buffer, in the presence of 0.1 uCi [U-14C] UDPGA, 2.5 mM
UDPGA and 1 mM substrate, in a final volume of 40 pul. The reaction was terminated by
addition of 40 pl of absolute ethanol. The mixtures were centrifuged at 3,000 g for 10 min
and 60 pl of supernatant was applied to the TLC plates (Whatman LK6DF). The
chromatograms were developed in l-butanol/acetone/acetic  acid/ammonia/water
(35/25/9/1/30, v/v). After autoradiography for 3-5 days, the spots containing the radiolabeled
glucuronides were scraped from TLC plates and the radioactivity counted by liquid

spectrometry. Values were the mean of two to eight separate assays.



Quantitative multi-standard RT-PCR.

Complementary DNA (cDNA) was synthesized from RNA samples by mixing 1 pug total
RNA (0.5 pg total RNA from the rat tissue sample plus 0.5 pg total RNA from mouse
olfactory mucosa used as a multistandard source), 100 pmol of random hexamer in the
presence of 50 mM Tris-HCI buffer, (pH 8.3); 75 mM KCl; 3 mM MgCly; 10 mM
dithiothreitol; 200 units of Moloney Murine Leukemia Virus (MMLYV) reverse transcriptase
(all reagents were purchased from Eurobio) as described in [13].

The separate PCR amplifications for UGT isoforms and for B-actin were undertaken with
primers (Life Technologies) that are able to hybridize to the rat and mouse sequences with the
same efficiency. For UGT2Al amplification, we wused the sense primer: 5'-
AACTCACAGACCAGATGTCCTTCGC-3", and the antisense primer: 5'-
TTCTGAGGAATCTGGGCAAGG-3' (Life Technologies) and for UGT1AG6, the sense
primer: 5’-GGACTCAGTTCTAGGTGACAAGC-3’; and the antisense primer: 5°-
GGCGTTGACATAGGCTTCAAATTCC-3’. For B-actin amplification, primers designed as
in [18] were used. PCR reactions were performed using a 10 pul cDNA aliquot added to a
reaction mixture containing 20 mM Tris-HCI buffer (pH 8.5), 16 mM (NH,),SOy, 150 pg/ml
bovine serum albumin, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 50 pmol of each primer and 2
units of Taqg DNA polymerase (Eurobio), in a total volume of 50 pul. The mixture was
subjected to 26 cycles for UGT2A1 and 36 cycles for UGT1AG6 through a 15-sec denaturing
step at 94°C, a 15-sec annealing step at 58°C and 60°C for UGT2A1 and UGTI1AG,
respectively, and a 30-sec elongation step at 72°C in a thermal cycler. The B-actin fragment
was amplified through 24 cycles consisting of a 15-sec denaturing step at 94°C, a 15-sec
annealing step at 60°C and a 30-sec elongation step at 72°C. Following the final cycle, a 1-
min elongation step at 72°C was included. Each amplification product was then characterized
by a restriction site polymorphism (UGT2A1: 400 bp, UGT1A6: 820 bp , B-actin: 493 bp)
analysis. The UGT2A1 and UGT1A6 mouse amplification products were respectively
digested by Hind III and Eco RI into two fragments of 289 and 111 bp, and 682 and 138 bp,
while the rat products remained uncut. For B-actin, a single Xba I site (producing 269 and 224
bp fragments) was present in mouse, but not in rat. Amplification products, restricted or not,
were resolved by agarose gel electrophoresis and observed after revelation by ethidium
bromide. The bands were visualized under UV light and recorded by a computer-assisted
camera (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France). Quantification of UGT2A1 (U) and B-
actin (B) was performed by densitometry analysis with a NIH software (NIH, USA).
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Considering the sample (e) and the standard (s), the results were expressed as the ratio (Ue /
Us) x (Bs / Be) for rat mRNA expression, according to the method described in [18].

The mRNA levels of UGT2A1 and UGTLAG in the mouse multistandard total RNA were
determined by competitive PCR experiments. Following the same approach than that
described in [13], we found that 2.6 attomoles of UGT2A1 mRNA/ug RNA and 3.2 x 10°
attomoles of UGT1A6 mRNA / pg RNA from the mouse multistandard, equivalently
competed for standard in the competitive PCR assays, which gave us the factor (a) for each
UGT isoform in the final formula.

Using the absolute quantification of each UGT mRNA in the multistandard total RNA as a
constant factor (a), the level of UGT mRNA in the samples could be deduced from
multistandard quantitative assay, as long as the same multistandard total RNA preparation

was used. The final results were expressed as the ratio (Ue / Us) X (Bs / Be) X a.

Recording of multiunit activity of mitral cells:

Rats were anaesthetized by i.p. injection of equithesine, a mixture of pentobarbital and chloral
hydrate (3 to 3.5 ml/ kg for the young rats, and 3.5 ml/kg for adult rats). Animal body
temperature was kept constant with a warm electrical blanket. Being anesthetized, rats were
placed in a stereotaxic apparatus. A bipolar electrode made of two stainless steel wires twisted
together (100 pm diameter) and insulated except at the beveled shape tip was implanted into
each olfactory bulb. It was driven down until the ventral mitral cell layer was reached. Mitral
cell activity is synchronized with the respiratory rhythm [5]. Multiunit electrical activity
collected in a band pass of 300-3000Hz was amplified and then summated as a measure of
multiunit activity level in the mitral cell layer. A brass electrode was screwed into the skull in
the parietal bone and was used as reference electrode.

Normal environmental air was used as a control stimulus. The pure chemicals were presented
to rats as saturated vapors. The odor (1 I/min) was delivered in front of the rat nostrils for 10
sec, and pure air was delivered (1 1/min) for 2 min between each stimulation. After
completion of the first series of odors a second one was delivered. Thus, each odor was
delivered twice with an interval of about 15 minutes. Odors were removed from the
environmental air by ventilation.

Olfactory bulb activity recorded during the different stimulations was compared to that
recorded in pure air (control stimulus). When an odorous stimulation was delivered, activity

was either increased (positive response) or remained unchanged (null response). The number
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of olfactory bulb responses, either positive or null, was counted for all stimuli. Moreover,
amplitude, duration and latency of positive responses were measured. Statistical analysis of
the data was performed by using Chi Square test, variance analysis and Student ¢ test for small

samples, according to the type of data compared.

Results

1. Odorant substrate glucuronidation

As a high 1-naphthol glucuronidation activity was recorded in the three tissues, we considered
1-naphthol glucuronidation as a positive control for all glucuronidation activity measurement
we performed. For clarity, the glucuronidation activity profiles of the best conjugate odorant
molecules as a function of age have been summarized in Fig. 1A, 1B, and 1C. Cineole and (-
)-nicotine, were not conjugated (detection limit, 0.1 nmol/hr.mg protein) by any of the three
tissue homogenates.

Olfactory mucosa: almost all odorant molecules we assayed were glucuronidated by olfactory
mucous homogenates (Table 1A). Phenolic substances, especially carvacrol and eugenol,
were the most efficiently glucuronidated substrates by the UGTs present in olfactory mucosa.
Nopol and (—)-borneol, that possess a nonaromatic ring, were also efficiently conjugated,
whereas aliphatic molecules as caprylic acid, geraniol, trans-2-hexen-1-ol, and 1-nonanol
were glucuronidated with a lower efficacy. Low conjugation activities were observed in
neonates, which progressively increased to reach a maximum in rats aged 2 weeks to 3
months, and the activity decreased until 12 months. These activities slowly increased again
during aging for most odorant molecules, excepted for isoamyl alcohol, (-)-borneol,
camphorcarboxylic acid and caprylic acid, whose conjugation rates regularly decreased until
24 months. A very high specific activity for 1-naphthol conjugation was recorded in 3-month-
old rats, that was even higher than that in the liver (369.4 + 37.3 nmoles/h.mg protein and
245.0 = 16.9 nmoles/h.mg protein, respectively).

Olfactory bulb: Depending on the age of the animals, only 5 to 14 molecules were
glucuronidated by homogenates of this tissue. As compared to the olfactory mucosa, phenolic
molecules were still better conjugated than aliphatic and other molecules, but glucuronidation
rates were much lower than those measured in the olfactory mucosa. Moreover, olfactory bulb
homogenates displayed a glucuronidation profile different from that observed in the olfactory
mucosa as a function of age (Table 1B). Glucuronidation of some odorant molecules was the

highest during the first postnatal week, then decreased until 24 months.
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Brain: Only five phenolic odorants were substrates of cerebral UGTs, the rate of
glucuronidation being of the same order of magnitude than that in the olfactory bulb
homogenates, and displayed similar age-related changes. Specific activities progressively

decreased from day 1 to 3 months and then remained constant (Table 1C).

2. Expression of UGTIAG and UGT2A1 isoforms, and age-related changes

Using quantitative RT-PCR (Fig. 1), we studied the relation between the age-related changes
in glucuronidation activity of odorants and the changes in expression of UGT1A6 and / or
UGT2A1, as the corresponding recombinant proteins are able to conjugate some of the
molecules we have tested here [11, 20]. In accordance with previous results from our group
[13] and from others [20], we observed that UGT2A1 mRNA was present in the olfactory
mucosa, but not in the brain. On the other hand, UGT1A6 was expressed in the olfactory bulb
and in the brain, and we showed here for the first time the expression of UGT1A6 mRNA in
the olfactory mucosa (Fig. 2).

Absolute mRNA quantification indicated that the level in mRNA encoding UGT2A1 was
between 400 and 4000 times higher than that of UGT1A6 in the olfactory epithelium and
olfactory bulb (Fig. 3, 4). Whatever the age of the rat, UGT1A6 presented almost the same
expression level in the three tissues around 2-3.5.107 attomole/ ug of total nRNA. UGT2A1
was 7-10 times more expressed in the mucosa than in the bulb. The expression profile as a
function of age was quite similar in both the olfactory mucosa and the olfactory bulb. Its
decrease at 12 months was more pronouced in the mucosa where the UGT2A1 mRNA level

slowly increased again at 24 months.

3. Electrophysiological study: recording of multiunit activity of mitral cells

We studied the changes of activity of olfactory neurons during exposure of rats to different
odors as a function of age, and we compared the recorded activities to changes in either
activity or expression of UGT1A6 and UGT2AL1. In general, only a few positive responses
were recorded for most of the odors tested whatever the age of the rats. The percentages of
positive and null responses to the different odors in the first and second series of stimulation
considered were compared in the four groups of rats considered either together or separately
(Fig. 5A). In both cases, they were not significantly different (Chi Square Test, p > 0.05).
Moreover, the same result was obtained when amplitude, duration, and latency of the positive
responses in the first and the second series of stimulation were compared whatever the age of

the rats or the odor tested. Thus, according to the small amount of positive responses recorded
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and in order to improve the statistical analysis of the data, the whole responses to both series
of stimulations have been subsequently taken into account.

As a whole, only 19.4% of olfactory bulb positive responses were recorded when all the
stimuli are considered together in the four groups of rats. However, the percentages of
positive responses were significantly different (p < 0.05, Chi Square Test) according the odor
tested, from 1.7 % for control to 70.9% for isoamyl acetate (Fig. SA). It can be noted that only
isoamyl acetate and anisole elicited a number of positive responses higher than 30%. Most of
the stimuli induced less than 10% of positive responses. When the percentage of positive
responses was calculated according to the age of the rats, only the 3-month-old rats responded
to all the stimuli. The oldest animals, 12- and 16-month-old rats, were the less sensitive to the
odors. Nevertheless, a similar percentage of responses to anisole and isoamyl acetate was
noted in the four groups of rats (Fig. SB). The distribution of positive and null responses was
significantly different (p < 0.05, Chi Square Test) for each odor in function of the rat age
except for anisole, naphthol and control.

The influence of odor quality on amplitude, duration, and latency of positive responses was
not statistically significant, whatever the odor considered. However, a significant difference
(p < 0.05, Chi Square Test) in the amplitude of the positive responses according to the age of
the rats was observed for anisole and isoamyl acetate odors only. It is noteworthy that in the
two cases, amplitude was always larger in the youngest rats; it significantly decreased in the 3

month old rats and increased again in the two other groups (Fig. 6).
Discussion

The results presented here show for the first time that a series of 24 odorant molecules were
glucuronidated throughout the rat life in the different organs forming the rat olfactory system,
i.e., olfactory mucosa, olfactory bulb and brain. However, these three tissues displayed very
different activity rates. Tissue specific glucuronidation potency toward the test molecules was
larger for the olfactory mucosa than for the two other tissues in terms of substrate diversity
and enzymatic activity rate. This suggests that the olfactory mucosa could be the most
important place for regulation of the concentration of molecules taking the nasal route,
excepted at the beginning of rat post-natal life where the olfactory bulb displayed

glucuronidation activities that were similar to that of the mucosa.
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It is generally accepted that glucuronidation efficiency in tissues results from the expression
of different UGT isoforms with overlapping specificities, as several isoforms may metabolize
a same substrate, but at different rates [24]. In addition, it has been shown that both rat
recombinant UGT2A1 and UGT1AG6 conjugate identical substrates, such as the phenolic
substances 1-naphthol or eugenol [20]. Therefore, we studied the expression of UGT2A1 and
UGT1AG6 that are respectively expressed in the olfactory mucosa and bulb [13, 20], and for
UGT1AG6, in the olfactory bulb and brain [10], and olfactory mucosa (Fig. 2), and we
compared the expression profiles to the corresponding odorant molecules conjugation
activities.
Olfactory mucosa: As the expression of UGT2A1 mRNA in the mucosa was largely more
important than that of UGT1A6 mRNA, it is not surprising that the glucuronidation activity
changes during aging resemble the profile of UGT2A1 expression, with a maximum between
2 weeks and 3 months. However, UGT2A1 should not account of isoamyl alcohol, (-)-borneol
and camphorcarboxylic acid we recorded, as there is a decrease in the expression after 12
months, that is not observed in glucuronidation activity. Thus an other UGT isoform should
contribute between 12 months and 24 months to the increasing catalytic activity observed
toward carvacrol, nopol, 4-hydroxybiphenyl, geraniol, 1-naphthol, 1-nonanol or citronellol.
As some of these molecules are efficiently glucuronidated by rat recombinant UGT2B1 [28],
we investigate presently the expression of this isoform in the olfactory mucosa and its
corresponding age-related changes.
Olfactory bulb: There is no evident correlation between UGT2A1 and UGT1A6 mRNA
expression and the age-related changes in glucuronidation activity, as the glucuronidation of
numerous substrate became barely detectable in rat older than 1 week. UGT2A1 mRNA was
10 time less expressed than in the olfactory mucosa, but the activity towards some substrates
of the recombinant enzyme (citronellol and geraniol for instance) [20] was no more
detectable. Thus the activities recorded should result from UGT1AG6 activity, or from other
UGT isoforms that have not been characterized until now.
Brain: no correlation appeared between the sole UGTIA6 mRNA detected and enzymatic
activities. Again, as recombinant UGT1AG6 is unable to glucuronidate carvacrol [16], another
unknown isoform should be expressed in the brain, as already suggested by other works [31].
The present work describes for the first time age-dependent changes in expression rate of both
UGT1A6 and UGT2A1 isoforms in the olfactory tissues and in the brain. The observed

differences in glucuronidation activities strongly suggest different regulatory processes in the
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expression of UGT2A1 and UGT1AG6 displayed by the different olfactory tissues, and again
the implication of other unknown isoforms.

Glucuronidation of odorants in the olfactory system has major functional implications. First,
in synergy with several other xenobiotic-metabolizing enzymes present in the olfactory
mucosa, UGTs should contribute to the biotransformation of odorant molecules, thus
contributing to a specific metabolic barrier preventing a possible influx of xenobiotics into the
brain [15], as previously suggested for the BBB [8]. In accordance with this view, mucosal
activities were very high, especially in 3-month-old rats, where 1-naphthol glucuronidation
displays a higher efficiency than in the liver. Secondly, mucosal metabolism of odorant
molecules should also allow an efficient odor coding, by preventing a saturation of the
olfactory receptors and / or participate in the termination of the olfactory signal, in accordance
with [19, 20].

Odorant molecules glucuronidation has been also detected in the olfactory bulb and in the
brain tissue. These activities probably participate to the metabolic barrier [8, 10], but should
not be involved in olfactory function.

As both UGT expression and smelling efficiency change with age [7], we examined if there
was a functional correlation between glucuronidation activities and olfactory function. Mitral
cells are relay neurons in the olfactory bulb, conveying activity from mucosa olfactory
receptor cells to the piriform cortex. There is strong physiological and behavioral evidence
that local synaptic interactions within the olfactory bulb modulate mitral cell discharges and
facilitate odorant discrimination [9]. Therefore, we recorded mitral cell activity in response to
different odorants chosen among the substrates of the UGT isoforms expressed in the
olfactory tissues. The rather small number of positive responses recorded in these
experimental conditions could result from the fact that the electrophysiological recordings
were carried out on anaesthetized rats. As very young rats (15-day-old) were tested, it was
impossible to chronically implant them with electrodes in the olfactory bulb and to wait until
recovering from anesthesia because it was necessary to introduce them again in the nest and
the dam will have not accepted them easily. Therefore, electrophysiological data were
recorded on anaesthetized rats in all groups, and it was not possible to avoid a possible
influence of anesthesia on the olfactory bulb responses. Anesthesia could be responsible from
the rather low level of positive responses to most odorants tested, even if a large percentage of
positive responses (around 70%) was observed for isoamyl acetate and anisole. The small
number of positive responses to many stimuli tested made the statistical analysis of the data

difficult. Interestingly, response amplitude varied in the same way for both odors, and was
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smaller in the 3-month-old rats. As olfactory UGT2A1 expression is the largest at this age, the
small amplitude of the positive responses at this age may result from a higher glucuronidation
efficiency of odorant molecules, resulting in a modification or modulation of their interaction
with the olfactory receptors [2]. However, it should be underlined that an activity of UGT2A1
towards isoamyl acetate has not yet been described.

Olfactory deficits are a hallmark of both normal aging [7] and neurodegenerative disorders
like Parkinson disease [12], but may also result from local CYP-dependent toxicity [3]. Thus
a better knowledge of xenobiotic metabolism in olfactory pathways, i.e. olfactory mucosa,
olfactory bulb, and the brain itself, may provide an important clue to the etiology of

Parkinson’s disease and of xenobiotic-triggered olfactory damage.
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Table 1: Age-related changes in odorant glucuronidation activity in the rat olfactory mucosa (A), olfactory bulb (B) and in the rat brain (C).
Aliquots of clfactory tissue homogenates (10 mg protein) were incubated in the presence of odorant substrates, and ['*C]-UDPGA as the

cosubstrate. The amount of glucuronides formed was measured by thin layer chromatography and liquid scintillation counting.

A. OLFACTORY MUCOSA (nmol/h/mg protein) (a)

1 day 1 week 2 weeks 3 months 12 months 24 months
1-naphthol 13.5+0.6* 160.9 £ 7.9* 270.1+444 369.7 £37.3 2025+£295 318.0 £28.0
Caprylic acid 0.1 11.6 274 23.1 10.3 11.4
Geraniol 0.3 40.0 88.7 87.5 62.0 100.0
Trans -2-hexen-1-ol 1.0 22:3 48.8 39.5 9.1 12.4
1-nonanol 0.5 74.5 202.2 210.0 148.1 2384
B-citronellol 0.3 46.1 104.3 174.1 105.4 169.8
1-octen-3-ol 2.8 92.2 175.8 254.5 64.5 80.2
Anisole 0.4 4.0 7.9 4.7 2.6 4.7
Isoamyl acetate 0.7 24 19.4 27.9 0.9 6.1
Carvacrol 5.3 118.8 230.3 418.8 141.5 2743
Coniferyl alcohol 13 53.7 104.2 125.3 204 28.8
Eugenol 11.4 164.1 275.9 501.4 196.3 376.8
p -hydroxybenzaldehyde 13.5 108.2 168.8 147.6 62.0 88.3
Vanillin 6.1 86.7 166.9 157.0 552 78.2
Isoamyl alcohol 0.4 6.8 26.3 214 5.5 44
4-hydroxydiphenyl 1.5 5.0 97.8 166.4 923 189.6
(-)-borneol 2.0 120.0 325.7 350.5 120.2 92.5
(+)-borneol 42 56.8 1144 146.1 333 40.7
(+)-camphorcarboxylic 0.1 4.6 11.9 10.9 2:2 0.7
(-)-nopol 1.6 132.3 211.1 343.1 101.2 169.8
(=)-menthol 0.1 19.2 49.7 432 177 211
(=)-myrtanol 2.7 73.7 175.3 285.4 115.3 136.5

(a) the following substrates, cineole and (—)-nicotine, were not significantly glucuronided whatever the age in rat olfactory mucosa

homogenates (activity < 0.1 nmol/h/mg protein).
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B. OLFACTORY BULB (nmol/h/mg protein) (b)

1 day 1 week 2 weeks 3 months 12 months 24 months
1-naphthol 48+05 3.7+£03 3.6+0.6 23+0.1 1.9£0.1 09+03
B-citronellol 0.3 0.1 ND ND ND ND
1-octen-3-ol 0.5 ND ND ND 0.1 ND
Anisole 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 ND
Carvacrol 2:3 0.6 1.0 0.3 04 0.2
Coniferyl alcohol 0.5 ND ND ND 0.1 0.1
Eugenol 5.1 2:3 2.8 1.3 1.3 0.4
p -hydroxybenzaldehyde 2.3 33 1.9 1.6 1.5 0.7
Vanillin 1.6 22 1.6 1:2 1.3 0.6
Isoamyl alcohol 0.2 ND ND 0.1 ND ND
4-hydroxydiphenyl 0.5 ND ND 0.1 0.1 ND
(-)-borneol 0.6 0.1 ND ND 0.3 ND
(+)-borneol 0.5 ND 0.1 ND 0.2 ND
(-)-myrtanol 04 ND 0.1 ND 0.1 ND

(b) the following substrates, trans-2-hexen-1-ol, 1-nonanol, (-)-nicotine, (+)-camphorcarboxylic acid, cineole, (-)-nopol, (—)-menthol, caprylic
acid, geraniol, were not significantly glucuronided whatever the age in rat olfactory bulb homogenates. ND, not detectable activity

(< 0.1 nmol/h/mg protein).



C. BRAIN (nmol/h/mg protein) (c)

1 day 1 week
1-naphthol 42+03 24403
Carvacrol 0.5 0.7
Eugenol 3.6 1.6
p -hydroxybenzaldehyde 4.0 1.8
Vanillin 1.7 1.0

2 weeks
25+04

0.7
1.7
1.6
1.2

3 months
1.2+0.2

ND
0.4
0.6
0.5

12 months
1.0+0.2

ND
0.4
0.8
0.8

19

24 months
1.2+0.2

0.2
0.9
1.1
0.8

(c) : the following substrates, anisole, (+)-borneol, (-)-bomeol, 1-octen-3-ol, caprylic acid, geraniol, trans-2-hexen-1-ol, 1-nonanol, B-citronellol,

cineole, coniferyl alcohol, (-)-nopol, (-)-menthol, (-)-myrtanol, (+)-camphorcarboxylic acid, (—)-nicotine, isoamyl alcohol, 4-hydroxydiphenyl

were not significantly glucuronided whatever the age in rat brain homogenates. ND, not detectable activity (< 0.1 nmol/h/mg protein).
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Figure 1: Age-related changes in odorant glucuronidation activity in the rat olfactory mucosa (A), olfactory bulb (B) and in the rat brain (C).

Aliquots of olfactory tissue homogenates (10 mg protein) were incubated in the presence of odorant substrates, and ['*C]-UDPGA as the

cosubstrate. The amount of glucuronides formed was measured by thin layer chromatography and liquid scintillation counting. Only the

significant glucuronidation activities of odorant molecules have been plotted. The complete data are displayed in Table 1.
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UGT2Al
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e T 493 pb
B-actin
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Figure 2: Representative pictures of ratUGT2A1 multistandard RT-PCR amplification as a
function of age. For each rat (¢) UGT2A1 mRNA test, B-actin mRNA is used as the internal
standard and mouse (s) olfactory epithelium total RNA as the external standard. The cDNA
bands obtained from both rat and mouse UGT2A1 mRNA or both rat and mouse B-actin
mRNA are respectively 400 bp or 493 bp in size. The mouse UGT2A1 and B-actin, RT-PCR
products are further digested using a single site restriction enzyme, resulting in two DNA
fragments of respectively 289 bp and 111 bp, and 269 bp and 224 bp. As described in the
Materials and Methods section, the absolute UGT2A1 mRNA level in attomole/ug RNA is
given by the formula: 2.6 x [(Ue / Us) x (Bs / Be)] where U and B are the respective density
of the ethidium bromide stained UGT2A1 and B-actin cDNA bands.
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Figure 3: Changes in UGT1A6 mRNA expression of in rat olfactory epithelium (A),
olfactory bulb (B) and in the rat brain (C) as a function of age. Results are the mean of at least
4 densitometric measurement of the bands obtained by quantitative RT-PCR performed as
described in Materials and Methods and Figure 1. *: Significantly different from the 3-month-
old value, p < 0.05, Student’s t test. **: Significantly different from the 3-month-old value, p

< 0.01, Student’s t test.
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Figure 4: Changes in UGT2A1 mRNA expression in olfactory mucosa (A), and olfactory

bulb (B). No mRNA expression was observed in brain tissue at any age (not shown).

Experimental conditions are identical to those of Fig. 2, excepted for the primers used for

quantitative RT-PCR. **: Significantly different from the 3-month-old value, p < 0.01,

Student’ t test.
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Figure 5: A) Percentage of positive olfactory bulb electrical responses to odour stimulations
when the four groups of rats are considered together. B) Percentage of positive olfactory bulb
electrical responses to odour stimulations according to the age of the rats recorded.
Abbreviations: anis, anisole; born, borneol; euge: eugenol; gera, geraniol; isoa, isoamyl
acetate; naph, 1-naphtol; cont, control (pure air). Experimental conditions are described in the

"Materials and Methods" section.
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Figure 6: Average amplitude of mitral cell activity recorded in response to anisole and

isoamyl acetate stimulations according to the age of the rats recorded.



Résultats

1.2. Expression de 'UGT2A1

Publication 2

Rat olfactory bulb and epithelium UDP-glucuronosyltransferase 2A1 (UGT2A1)

expression : in situ mRNA localization and quantitative analysis.

HEYDEL JM., LECLERC S., BERNARD P., PELCZAR H., GRADINARU D,
MAGDALOU J., MINN A., ARTUR Y., GOUDONNET H.

Molecular Brain Research, 2001, 90, 83-92.

Ce travail montre I’expression des ARNm de I’'UGT2A1 dans les BO par hybridation
in situ et RT-PCR quantitative. Lazard et al. (1990) avaient mis en évidence la présence de
cette isoforme uniquement dans 1’épithélium olfactif et dans aucun autre organe. Cette
isoforme spécifique d’un tissu a ainsi été qualifiée d’UGT olfactive. Dans la MO, les ARNm
de PUGT2A1 sont principalement trouvés dans les cellules sustentaculaires et, & un taux plus
faible dans les cellules des glandes de Bowman. Le marquage par hybridation in situ montre
la présence des ARNm de ’'UGT2AL1 dans les cellules granulaires des BO. Le taux d’ARNm
de 'UGT2A1 apparaft 6 fois plus faible dans les BO que dans la MO par RT-PCR
quantitative. L’expression des ARNm de I’'UGT2A1 conforte ’hypothése du rdle de cette

enzyme dans la protection du SNC contre les xénobiotiques.
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Abstract

UDP-glucuronosyltransferases (UGTs) form a multigenic family of enzymes involved in the biotransformation and elimination of
numerous endo- and xenobiotic compounds. Beside the diverse UGT isoforms present in the liver as well as in other tissues, the UGT2A1
isoform, also called olfactory UGT, was initially thought to be expressed in the nasal epithelium only. In this work, we demonstrate the
UGT2A1 mRNA expression in the olfactory bulb, using in situ hybridization and quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) techniques. Within the epithelium, UGT2A1 mRNA is mainly found in the sustentacular cells and to a lesser extent in
Bowman'’s gland cells. Moreover, in situ hybrization staining reveals UGT2A1 mRNA expression in the olfactory sensory neuron nuclei.
Neuronal localization of UGT2A1 mRNA within the olfactory bulb is mainly found in the deeper granular cells. The development of the
quantitative multistandard RT-PCR method firstly required characterization of the mouse Ugt2A1 cDNA by rapid amplification of cDNA
ends (RACE)-PCR. UGT2A1 mRNA levels appear quantitatively six-fold lower in the olfactory bulb than in the epithelium, in both the
rat and mouse. The expression of UGT2AL1 in the olfactory bulb, which directly connects the nasal epithelium to the brain, emphasizes the
potential role of this enzyme in the protection of the brain against airborne hazardous chemicals. © 2001 Elsevier Science BV. All rights
reserved.

Theme: Sensory systems

Topic: Olfactory senses

Keywords: UDP; Glucuronosyltransferase; Olfactory epithelium; Olfactory bulb; In situ hybridization; Neurotoxicity; Rat; Mouse

1. Introduction bearing a hydroxyl, phenyl, carboxyl, amine or thiol group

[32]. Substrates of these enzymes are xenobiotics (drugs,

UDP-glucuronosyltransferases (UGTSs) constitute a mul-
tigenic family of enzymes that catalyze the binding of
glucuronic acid, from UDP-glucuronic acid, to a wide
variety of structurally-unrelated lipophilic compounds

'Also published on the World Wide Web on 2 April 2001.
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218.
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pollutants, food and drink additives) as well as endogenous
compounds (steroids, thyroid hormones, vitamins or re-
tinoids) [43]. Glucuronidation leads to the formation of
hydrophilic, generally inactive, glucuronides that are ex-
creted into bile and urine. Due to the importance of their
substrates, UGTs play a key role in drug metabolism, in
the protection against toxic chemicals and in the modula-
tion of the concentration of ligands of nuclear receptors
that control cell differentiation and growth.

Although liver is the major site of glucuronidation, other
organs such as kidney, intestine, lung and skin have been

0169-328X/01/8% — see front matter © 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved.

PIl: S0169-328X(01)00080-8
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reported to participate in this process and to express
quantitatively and qualitatively different UGT isoforms
[6,34,38—40]. In rat brain, we previously demonstrated a
significant glucuronidation activity towards planar phenols
(1-naphthol, 4-methylumbelliferone) that we proposed to
be related to the protection of the brain against lipophilic
chemicals which can cross the blood—brain barrier
[12,17,42]. Other studies from our group also suggested
the probable involvement of the olfactory bulb in brain
protection against xenobiotics, as olfactory bulb displayed
the highest activity among other cerebral regions [30].
Recently, we demonstrated the expression of the UGT
isoform UGTI1AG6, which efficiently glucuronidates
phenols, in the brain and the olfactory bulb [41]. However,
the expression of other UGT isoforms could not be ruled
out in these organs [18].

Lazard et al. identified a specific UGT isoform, the
olfactory UGT2A1, in rat and bovine olfactory epithelium,
which was proposed to exhibit an expression restricted to
the olfactory epithelium [28,29]. In this tissue, the bovine
and rat UGT2A1 proteins were immunolocalized in the
subepithelial Bowman’s glands and in the superficial
epithelial sustentacular cells [29]. Recently, Jedlitschky et
al. [24] identified and characterized UGT2A1 in humans.
In both rat and human, UGT2A1 glucuronidates phenols
and monoterpenoid alcohols, among them many odorant
compounds [24,29]. Thus, besides a potential detoxifica-
tion role, UGT2A1 expression in olfactory epithelium
might cause termination of the odorant signals [29], as has
already been suggested for the olfactory specific cyto-
chrome P450 isoform CYP2G [28].

In the present study, we demonstrate that UGT2A1 is
also expressed in the rat and mouse olfactory bulb, a
structure which belongs to the central nervous system. We
report the localization of the UGT2A1 mRNA in the
olfactory epithelium and in the olfactory bulb, using non-
isotopic in situ hybridization. We also characterize by
RACE-PCR (rapid amplification of c¢cDNA ends), the
mouse Ugt2Al cDNA which allowed us to develop a
multistandard quantitative RT-PCR method to measure
UGT2A1 mRNA expression.

2. Materials and methods
2.1. Animal experiments

Male Balb/c mice (18-20 g) and male Wistar rats
(165-170 g) (Janvier, Le Genest-St Isle, France) were
housed in an environmentally controlled room (12-h/12-h
light/dark cycles, temperature 20-22°C), and had unre-
stricted access to standard rodent food and tap water. The
study was approved by the local Animal Ethic Committee,
and the research adhered to the ‘NIH Principles of
Laboratory Animal Care’. The olfactory epithelium and the
olfactory bulb were removed from 3-month-old animals

after decapitation. Rats and mice used as multistandard
RNA sources were 5 weeks old. The olfactory epithelium
was carefully scraped in a sterile 0.9% NaCl (w/v)
solution to remove any cartilage debris. The samples were
immediately frozen into liquid nitrogen and stored at
—80°C until use. Total RNA was extracted according to a
microscale method [8], using a RNAXEL kit (Eurobio, les
Ulis, France). The RNA preparations were incubated in the
presence of RNAse-free DNAse (Promega, Lyon, France)
to avoid amplification of possible contaminating genomic
DNA.

2.2. RT-PCR and RACE-PCR experiments

Complementary DNA was synthesized from RNA sam-
ples by mixing 1 pg total RNA, 100 pmol of random
hexamer in the presence of 50 mM Tris—HCI buffer (pH
8.3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol,
200 U of Moloney Murine Leukemia Virus reverse tran-
scriptase, 40 U RNase inhibitor, and | mM of each dNTP
(all reagents purchased from Eurobio) in a total volume of
20 pl. Samples were incubated at 37°C for 60 min and
then diluted to 100 pl with sterile diethylpyrocarbonate-
treated water. The enzyme was inactivated by heating at
95°C for 5 min. Two degenerated oligonucleotides were
designed based on the amino acid sequences conserved
between rat and bovine proteins (degenerated sense primer:
5'-ATGGGNAAa/gGCNGAa/gATa/ca/tTGG-3"; degen-
erated antisense primer: 5'-GGc/tTTNACNGGc/tTGa/
gTCa/gTGa/gTG-3") (Life Technologies, Cergy Pontoise,
France). A PCR reaction using these degenerated primers
and an olfactory epithelium ¢DNA pool from Balb/c
mouse as template was undertaken. The RT reaction
products (10 pl) were added to 20 mM Tris—HCI buffer
(pH 8.5), 16 mM (NH,),SO,, 150 pg/ml bovine serum
albumin, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 50 pmol
of each primer and 2 U of Tag DNA polymerase
(Eurobio), in a total volume of 50 ul. The mixture was
subjected to 33 cycles through a 1-min denaturing step at
94°C, a 1-min annealing step at 55°C and a 1.5-min
elongation step at 72°C in a thermal cycler (Personnal-
Eppendorf, Hamburg, Germany). The amplified 600-bp
fragment was sequenced by dideoxy sequencing (Genome
Express, Grenoble, France). RACE-PCR is a procedure for
amplification of nucleic acid sequences from an mRNA
template between a defined internal site and unknown
sequences at either the 3'- or the 5'-end of the mRNA [14].
From the 600-bp fragment sequence, RACE-PCR experi-
ments were performed according to the recommendations
of the RACE-PCR Kit supplier (Life Technologies). The
5'- and 3’-RACE-PCR products were purified using the
Glassmax DNA isolation spin method (Life Technologies)
and then analyzed by the dideoxy method (Genome
Express). The protein sequence Ugt2Al was compared
with sequences present in the Genbank database using the
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BLAST network service at the National Center for Bio-
technology Information (NCBI).

2.3. Quantitative multi-standard RT-PCR experiments

The amount of mRNA encoding the olfactory UGT
protein was measured by a quantitative multistandard RT-
PCR method. This strategy takes advantage of both
UGT2A1 (U) and B-actin (B) mRNA sequence conserva-
tion between two animal species. Briefly, total RNA
samples extracted from rat tissues were mixed with a
constant amount of total RNA from mouse olfactory
epithelium which brought both olfactory UGT and B-actin
sequences, and thus acted as a multistandard source. For
mouse samples, a constant amount of total RNA from rat
olfactory epithelium was taken as multistandard source.
Separate PCR amplifications for olfactory UGT and for
B-actin were undertaken with primers that are able to
hybridize to the rat and mouse sequences with the same
efficiency. For UGT amplification, we used the sense
primer:  5'-AACTCACAGACCAGATGTCCTTCGC-3';
and the antisense primer: 5'-TTCTGAG-
GAATCTGGGCAAGG-3" (Life Technologies). For B-
actin amplification, primers designed by Khiri et al. [25]
were used. Complementary DNA was synthesized by
mixing 0.5 pg of total RNA from rat and mouse. PCR
reactions were performed as follows: a 10-pl cDNA
aliquot was added to a reaction mixture containing 20 mM
Tris—HCI buffer (pH 8.5), 16 mM (NH,),SO,, 150 pg/ml
bovine serum albumin, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM of each
dNTP, 50 pmol of each primer and 2 U of Taqg DNA
polymerase (Eurobio), in a total volume of 50 pl. The
mixture was subjected to 26 cycles for olfactory UGT
through a 15-s denaturing step at 94°C, a 15-s annealing
step at 58°C and a 30-s elongation step at 72°C in a
thermal cycler. The p-actin fragment was amplified
through 25 cycles consisting of a 15-s denaturing step at
94°C, a 15-s annealing step at 60°C and a 30-s elongation
step at 72°C. Following the final cycle, a 1-min elongation
step at 72°C was included. Each amplification product was
then characterized by restriction site polymorphism
(UGT2A1: 400 bp, B-actin: 493 bp). The mouse amplifica-
tion product was digested by Hind III into two fragments
(289 and 111 bp), while the rat product remained uncut.
For B-actin, a single Xba I site (producing 269- and
224-bp fragments) was present in mouse, but not in rat.
Amplification products were resolved by agarose gel
electrophoresis and observed after revelation by ethidium
bromide. The bands were visualized under UV light and
photographed by a computer-assisted camera (Vilber Lour-
mat, Marne-la-Vallée, France). Quantification of each band
was performed by densitometry analysis with NIH soft-
ware (NIH, Bethesda, MD). Considering the sample (e)
and the standard (s), the results were expressed as the ratio
(Uel/Us)X(Bs/Be) for mRNA expression. The UGT2A1
mRNA level in the multistandard total RNA was de-

termined by competitive PCR experiments. This method
takes advantage of sequence conservation between rat and
mouse and uses the same primers to amplify UGT2AL1 in
both species. Separate serial dilutions of known amount of
UGT2A1 PCR products from mouse and rat olfactory
epithelium were carried out, and used as standards, in rat
and mouse competitive PCR assays, respectively. A total
of 1 pg of mouse and 1 g of rat multistandard total RNA
was used to synthesize the cDNA amplified in competitive
PCR assay. By a graphical calculation method, we found
that 2.6 amol/pg RNA and 3.1 amol/pg RNA of
UGT2A1 mRNA (a), respectively, from the mouse and the
rat multistandard, equivalently competed for standard in
the competitive PCR assays. Using the absolute quantita-
tion of UGT2A1 mRNA in the multistandard total RNA as
a constant factor, the level of UGT2A1 mRNA in the
studied samples could be deduced for subsequent multis-
tandard quantitative assay, as long as the same multistan-
dard total RNA preparation was used. The final results
were expressed as the ratio [(Ue/Us)X(Bs/Be)]Xa, and
graphed as histograms in Fig. 3.

2.4. In situ hybridization analysis

2.4.1. Animal tissues

Adult male Wistar rats (350 g-370 g) were deeply
anaesthetized with ketamine (Imalgéne, Merial, Lyon,
France) (50 mg/kg body weight) and acepromazine (Vétr-
anquil, Sanofi, Libourne, France) (1.25 mg/kg body
weight) before intra cardiac perfusion of 4% paraformal-
dehyde in phosphate buffered saline. Olfactory bulbs were
dehydrated by immersion in increased alcohol concen-
tration baths and then were embedded in paraffin.

2.4.2. Riboprobe preparation

The PCR fragment of UGT2Al (complementary to
nucleotides 686—1058) was purified from the PCR reaction
using QIAquick Gel extraction kit protocol (Qiagen,
Courtaboeuf, France), and ligated into pCRII-TOPO vector
(Invitrogen, Groningen, The Netherlands). The high copy
number pCR II-TOPO vector contains the T7 and SP6
RNA Polymerase promoters. The recombinant plasmid
was transformed into TOP10 One Shot™ chemically
competent cells (Invitrogen), isolated and purified with a
Qiagen extraction kit. Antisense or sense templates were
generated by Xba I and BamH I linearization of pCR
II-TOPO vector, respectively. Digoxigenin-labeled ribop-
robes were synthesized using DIG RNA Labelling Kit and
Dig RNA Labeling Mix (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10
mM GTP, 6.5 mM UTP, 3.5 mM DIG-11-UDP), according
to manufacturer’'s instructions (Roche, Mannheim, Ger-
many).

2.4.3. In situ hybridization
Paraffin sections (5 pm) were dried in an oven at 56°C
overnight. They were rehydrated in baths containing
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decreasing ethanol concentrations and washed in PBS.
Then the sections were permeabilized with RNase-free
proteinase K (10 pg/ml) (Sigma, Saint Quentin-Fallavier,
France) in 100 mM Tris—HCI, 50 mM EDTA (pH 8.0)
buffer for 30 min at 37°C and post-fixed for 5 min with
PBS containing 4% paraformaldehyde at 4°C. After two
washes in PBS, paraffin sections were acetylated with 0.1
M triethanolamine buffer (pH 8.0) containing 0.25% (v/v)
acetic anhydride (Merck, Darmstadt, Germany). The sec-
tions were encircled with a silicon pen (PAP-PEN, Daido
Sangyo, Japan) and then were incubated with prehybridiza-
tion buffer (4XSSC containing 50% (v/v) deionized
formamide) for at least 10 min at 37°C. Hybridization was
carried out with hybridization mix (40 pl/slide) which
contained 100 ng denatured riboprobe, 40% deionized
formamide (v/v), 10% dextran sulfate (v/v), 1 XDenhardt’s
solution, 4XSSC, 10 mM DTT, 0.2 mg/ml yeast t-RNA
and 1 mg/ml denatured salmon sperm DNA. Samples
were covered with plastic cover slips. Slides were placed
in a humid chamber and hybridized at 42°C overnight.
Then, sections were washed twice under shaking in 2X
SSC for 15 min, and 1XSSC for 15 min. Any single-
stranded (unbound) RNA probe was digested with NTE
buffer (500 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0)
containing 20 pg/ml RNase A (Sigma) for 30 min at 37°C
followed by two washes in 0.1 XSSC. For immunological
detection, slides were washed for 10 min with buffer 1
(100 mM Tris—HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl), blocked for
30 min with buffer 1 containing 0.1% Triton X-100 and
2% normal sheep serum, and then incubated for 2 h with
alkaline phosphatase-labeled anti-DIG antibody (1/250)
(Boehringer Mannheim, Germany). Slides were washed for
10 min in buffer 1 (twice) and then for 10 min in 100 mM
Tris-HCI (pH 9.5), 100 mM NaCl, 50 mM Mg Cl, (buffer
2). Thereafter sections were covered with 5-bromo-4-chlo-
ro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium (BCIP/
NBT) (Sigma) overnight. The colour reaction was stopped
by washing the slides in 10 mM Tris—HCI (pH 8.1), 1 mM
EDTA (buffer 3) and dipped briefly in distilled water.
Counterstaining was carried out with methylene green for
3 min. Sections were mounted using a permanent mount-
ing solution (Eukitt, O. Kindler, Freiburg, Germany).

3. Results
3.1. In situ hybridization analysis

Using non-radioactive in situ hybridization, presence of
UGT2A1 mRNA is observed in the rat olfactory epi-
thelium and bulb. Negative controls were performed under
similar conditions using the sense riboprobe (Figs. 1A,C
and 2A-C). The staining is observed throughout the
epithelium (Fig. 1B,D). The most intense staining is found
in the sustentacular cells, easily identified by the position
of their nuclei (Fig. 1B), while a weaker signal is also

observed among the olfactory sensory neuron nuclei (Fig.
ID). UGT2A1 mRNA expression is also detected through-
out the sub-epithelial tissue, in particular in Bowman's
gland cells (Fig. 1E). Within the olfactory bulb, no signal
is detected in the glomeruli or in the external plexiform
layer. However, a weak signal is observed in some mitral
cells, and the most intense staining is seen in the deeper
granular cells (Fig. 2D-F).

3.2. Quantitative multistandard RT-PCR analysis

We investigated the expression of the rat UGT2A1 and
the mouse Ugt2Al transcripts, in the olfactory epithelium
and the olfactory bulb by quantitative multistandard RT-
PCR analysis. The use of multistandard RNA corrects for
the tube-to-tube variations in amplification efficiency. The
rat and mouse PCR products were identified by restriction
site polymorphism.The tissues used in PCR assays and in
situ hybridization analysis were removed using strictly
identical protocols. The epithelium neurons, via their
axonal projections, synapse within the glomerulus of the
olfactory bulb; thus, an mRNA transport from the olfactory
mucosa to the olfactory bulb could explain the presence of
UGT2A1 mRNA, as previously demonstrated for the
olfactory marker protein mRNA [49]. However, the
UGT2A1 mRNA localization in the deeper neurons
(granule cells) of the olfactory bulb unambiguously con-
firms the expression within this tissue and validates our
olfactory tissue removal procedure.

The UGT2A1 mRNA level is 9.8 amol/pg RNA (*+0.4,
S.EM.) in the rat epithelium and 1.6 amol/pg RNA
(*0.4, S.E.M.) in the olfactory bulb (Fig. 3A). Thus, the
expression in the olfactory bulb is six- fold lower than in
the epithelium. A similar distribution is observed in the
mouse epithelium and bulb (8.1+0.5 amol/pg RNA
(*S.E.M.) and 1.3%0.5 amol/pg RNA, respectively) (Fig.
3B).

3.3. ldentification of the mUgt2A1

The development of a quantitative multistandard RT-
PCR required the characterization of the mouse Ugt2Al
c¢DNA. In order to obtain the full length cDNA sequence,
we first amplified a cDNA fragment using degenerated
UGT2A1 PCR primers deduced from sequence comparison
between the bovine and rat UGT2Al amino acid se-
quences. The 600-bp fragment thus obtained displayed a
high degree of homology with the rat olfactory UGT.
Subsequently, using a RACE-PCR method, PCR fragments
of the 5’ and of the 3' ¢cDNA ends were obtained.

The cDNA deduced from the different sequences com-
prises a 1581-bp open reading frame that encodes a 527-
amino acid protein (this sequence will appear in the
GenBank nucleotide sequence database under the acces-
sion number: AF184901). The protein contains the typical
UGT amino acid signature between residues 368 and 398
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Fig. 1. UGT2A1 mRNA localization in the olfactory epithelium by in situ hybridization. Paraffin sections were hybridized with UGT2A1 antisense (B, D
and E) and sense (A and C) riboprobes and stained with alkaline phosphatase-labeled anti-DIG antibodies as described in Materials and methods. UGT2A1
staining is shown in sustentacular cells (B), in olfactory sensory neurons (D) and in Bowman's gland cells (E). Arrows indicate sustentacular cells (s),
olfactory sensory neurons (n) and Bowman's gland cells (bg). Scale bars: 120 pm.

of the C-terminal end. The overall homology with rat and
human olfactory UGTs is ~96 and 87%, respectively
(Table 1). This large homology concerns both the N-
terminal and the C-terminal parts of the sequence. The
mouse Ugt2Al strongly differs from the mouse UGT
isoforms belonging to the 2B and 1A families since it
shares ~45% amino-acid sequence identity with these
isoforms (mUgtlAl, 45.8%; mUgtl1A2, 45.2%; mUgt1 A6,
45.5%; mUgtlA9, 43.2%; mUgt2BS, 47.0%). Cluster
analysis of the olfactory UGTs including the novel mouse

Ugt2A1 isoform and UGTs of family 1 and family 2 was
conducted (Fig. 4). In agreement with the UGT Nomencla-
ture Committee [32], the name mUgt2A1 was proposed for
this novel enzyme.

4. Discussion

Numerous compounds are present in inhaled air, includ-
ing various aldehydes, alcohols and ketones used common-
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Fig. 2. UGT2A1 mRNA localization in the olfactory bulb by in situ hybridization. Hybridization with antisense (D, E and F) and with sense riboprobe as
control (A, B and C) is shown. In A and D, different cell layers are indicated; epl, external plexiform; gel, granule cell; mcl, mitral cell. UGT2A1 staining
is shown in granular cells (D, E and F). Arrows indicate stained granular cells. Scale bars: (A,D) 800 pm; (B,E) 400 pm; (C) 130 pm; (F) 200 pm.

ly in fragrances and flavours, but also potentially toxic
molecules such as epoxides found in tobacco smoke and
volatile carcinogens like polycyclic hydrocarbons from
engine smoke [51]. Accordingly, the drug metabolizing
enzymes of the olfactory epithelium are thought to play the
role of metabolic barrier contributing to organic compound
detoxification as well as a function in metabolic odorant
turnover. In particular, the primary olfactory neurons of the
olfactory epithelium are in contact with the environment
and, via their axonal projections, synapse in the olfactory
bulb of the brain. Therefore, the olfactory neurons allow a
direct transport of xenobiotics to the brain [21,44]. The

efficacy of this cerebral entry route into the brain is
illustrated by the spreading of metals throughout the brain
after metal dust inhalation. Both cerebral penetration and
toxicity of organic compounds present in the inhaled air
are biochemically modulated by the drug metabolizing
enzymes [9], as shown by accumulation in the olfactory
bulb of an environmental pollutant following administra-
tion of a cytochrome P450 (CYP) modulator or a gluta-
thione depleting agent [2]. This modulation may be of
significance not only in the field of toxicology, but also in
the targeting of certain drugs to the brain via the nasal
mucosa [23]. As xenobiotics or their metabolites resulting
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animals.

from phase I reaction may easily reach the olfactory bulb,
UGTs expressed in this tissue, among other phase II drug
metabolizing enzymes, could conjugate some of these
chemicals and therefore prevent their further entry into the
brain. We previously demonstrated the expression of
UGT1AG isoform in the olfactory bulb [18] and we report
here the presence of another isoform in this tissue,
UGT2AL. This is the first evidence of the expression in the
rat and mouse of this isoform outside the olfactory
epithelium.

Non-isotopic in situ hybridization allowed us to detect
precisely the localization of the UGT2A1 mRNA expres-
sion in rat olfactory epithelium and bulb, while quantita-

tive data were obtained using a RT-PCR method. Within
the rat and bovine olfactory epithelium, UGT2Al was
localized by immunohistochemistry in Bowman’s glands
and the sustentacular cells [28,29]; a similar immuno-
localization was also observed for numerous drug
metabolizing enzymes such as CYP, glutathione transferase
and phenol sulfotransferase [1,3,7,10,11,15,16,35,45,46].
To our knowledge, mRNA in situ hybridization had never
been applied previously to any drug metabolizing enzyme
in the olfactory epithelium. In the present study, we
localize the UGT2AI1 transcripts mainly in the sustentacu-
lar cells and a weaker signal is found in the subepithelial
cells of Bowman's glands. UGT2A1 mRNA is also present

Table 1

Homology of amino acid sequences between mouse, rat and human UGT2A1

Name Amino acids N-terminal (%) C-terminal (%) Overall (%)
(amino acids 1-240) (amino acids 241-527)

mUgt2A1 527 100 100 100

rUGT2A1 527 97.1 94.7 95.8

hUGT2A1 527 84.7 89.5 87.3

Data were obtained from sequence analysis, using BLAST and the CLUSTAL network service at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Overall identity (entire sequence) and N-terminal (amino acids 1-240) and C-terminal (amino acids 241-527) identities between the mouse

sequence and the rat and human sequences are given.
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UGT Nomenclature Committee, we propose the name mUgt2Al for the
novel mouse isoform identified.

in the olfactory sensory neurons, a localization that was not
described by immunohistochemistry for any rat drug
metabolizing enzymes to date. A previous distribution
study of diverse inhaled toxic compounds using tape-
section autoradiography suggested that both sustentacullar
and acinar Bowman's gland cells could be important
metabolic sites in the olfactory epithelium [2]. However,
the high labelling of the bioactivated mycotoxin aflatoxin
B1 observed in the olfactory sensory neurons [27] raised
the question of the drug metabolizing activity of these
cells.

Little is known about the expression and the cellular
localization of drug metabolizing enzymes in the olfactory
bulb, even if this tissue exhibits several metabolizing
activities towards model substrates. Several CYP were
characterized by in situ hybridization and immunohisto-

chemistry [19,22,26,37], and CYP2D4 expression was
found in the granule cells [22]. Interestingly, we find the
main localization of the transcripts of UGT2A! in these
neurons. This suggests a specialized metabolic role of the
granular olfactory bulb cells. To date, the sole neuronal
cells known to express at least one UGT isoform are the
cerebellum Purkinje cells, the hippocampal and cerebral
cortex pyramidal cells which express UGT1AG6 [5,33], and
the olfactory sensory neurons, the granular and mitral cells
of the olfactory bulb which express UGT2A1 (this study).

In order to compare the UGT2A1 mRNA levels between
olfactory epithelium and bulb in rat and mouse, we
developed an original multistandard quantitative RT-PCR
method which ensured a high level of efficiency and
reproducibility; this is the first absolute quantitative mea-
surement of an UGT mRNA. The expression measured in
the rat olfactory bulb was six-fold lower than that in the
epithelium. The same distribution was found in mouse, in
which we confirmed the restricted tissue specific expres-
sion of UGT2A1, since no detectable expression could be
observed in brain, liver, lung, kidney or intestine (data not
shown). UGT2A1 expression in the bulb sheds light on
previous data: indeed l-naphthol, the UGT1A6 model
substrate, was highly glucuronidated by olfactory bulb rat
homogenates, but we noticed a lack of correlation between
this activity and UGT1A6 mRNA level in this tissue [18].
This discrepancy may be attributed to the presence of
UGT2AL1 in the olfactory bulb since 1-naphthol is also a
substrate for this isoform, as demonstrated by the use of rat
and human recombinant enzymes [24,29]. Further RT-PCR
investigations should be of great interest to quantify the
relative expressions of UGT2A1, UGTIA6 and other
UGTs in both olfactory bulb and epithelium under various
pathophysiological conditions. Such experiments should
better document the conjugating ability in the olfactory
tissues, as glucuronidation activities recorded in these
tissues were shown to be as high as those in the liver [29].
However, a question is raised by the mRNA expression
analysis, since the expression pattern of the UGT2AI
mRNA we noticed throughout the epithelium, mainly in
the sustentacular cells and also in the olfactory sensory
neurons, is not correlated to the protein expression, mainly
found in Bowman’s gland by another group [29]. This
suggests a possible post-transcriptional expression regula-
tion which occurs for some CYP in the brain and the
olfactory bulb [20,22,48,50] and that remains to be eluci-
dated at a molecular level.

We characterized in the present study the mouse olfac-
tory Ugt2Al c¢cDNA in order to develop the quantitative
RT-PCR method. The sequence of the mUgt2Al enzyme
possesses the typical amino acid signature of the UGT
superfamily [32]. This region is probably involved in the
binding of the UDP moiety of UDP-glucuronic acid, which
is the common substrate of all isoforms. Indeed, the
primary structure of UGT proteins is classically organized
in two regions which are similar in size: a catalytic
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conserved C-terminal part which interacts with UDP-
glucuronic acid, and a highly variable N-terminal end
which corresponds to the aglycone binding site, at the
origin of the substrate specificity. The high identity level
between mouse, rat and human UGTs observed on both
parts of the protein is in favour of strictly conserved
biochemical functions. This observation is further sup-
ported by the phylogenetic analysis that defines the
olfactory UGT genes as orthologous genes (Fig. 4) [24].
Moreover, UGTs have also been specifically found in
olfactory organs (antennas) of Drosophila [47]; this could
be an example of a convergent specialized evolution
between the drosophila and the mammalian olfactory UGT
genes in olfactory tissues [4,13,24,28,29,31,35,36].

In conclusion, this work presents the first evidence for
UGT2AL1 expression in the olfactory bulb. In addition, we
demonstrate the localization of the UGT2A1 transcripts in
the neurons of both olfactory epithelium and bulb. On the
one hand, the UGT2A1 conserved sequence and localiza-
tion in the olfactory tissues support a role of this enzyme
in the olfaction sense; on the other hand, its presence
outside the olfactory epithelium, in the central nervous
system, also emphasizes its role in the protection of the
brain against neurotoxic compounds.
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La conjugaison des xénobiotiques, au niveau des interfaces sang-cerveau, représente
un facteur de protection du cerveau contre les médicaments et autres molécules étrangéres a
I’organisme. Dans cet article, une conjugaison importante du 1-naphtol, molécule
potentiellement neurotoxique, est détectée dans les BO, lesquels sont une voie d’entrée des
xénobiotiques dans le cerveau. De plus, la glucuronoconjugaison du 1-naphtol varie selon
I’age. Elle est importante a la naissance, puis diminue a 3 mois et augmente significativement
jusqu’a 24 mois. Par western blot et RT-PCR, la présence de 'UGT1A6 qui catalyse la
conjugaison des phénols plans dont le 1-naphtol a été démontrée. La RT-PCR quantitative
indique que le taux d’ARNm codant pour 'UGT1A6 ne change pas significativement en
fonction de 1’age. Ceci suggere que d’autres isoformes d’UGT soient exprimées dans les BO
et que celles-ci pourraient participer aux variations de la glucuronoconjugaison du 1-naphtol

observées.
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UDP-Glucuronosyltransferase in the Rat Olfactory Bulb:
Identification of the UGT1A6 Isoform and Age-Related
Changes in 1-Naphthol Glucuronidation

Daniela Gradinaru,' Funmilayo G. Suleman,” Séverine Leclerc,? Jean-Marie Heydel,?
Joél-Paul Grillasca,? Jacques Magdalou,” and Alain Minn>*
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Xenobiotic glucuronidation represents a major metabolic protection of the brain against chemi-
cal aggressions at blood-brain interfaces. We previously observed that glucuronidation of
1-naphthol was very effective in olfactory bulb, which is a pathway for the entry of foreign mol-
ecules into the brain. In this work, we showed that 1-naphthol glucuronidation varied according
to age. It was very high at birth, then decreased markedly in 3-month-old rats and increased again
significantly during aging. By Western blot and reverse transcription-polymerase chain reaction
(RT-PCR), we demonstrated the presence in the olfactory bulb of the UDP-glucuronosyltrans-
ferase (UGT) 1AG6 isoform, which catalyzes the glucuronidation of phenols, such as 1-naphthol.
Quantitative RT-PCR indicated that the mRNA levels encoding UGT1A6 did not significantly
change according to age, thus suggesting that other differently regulated UGT isoforms were
present and would account for the variations of |-naphthol glucuronidation observed.

KEY WORDS: Drug metabolism: glucuronidation: olfactory bulb: neurotoxicity; aging; blood-brain barrier.

INTRODUCTION

Olfactory signals generated by olfactory epithe-
lium receptors, when stimulated by odorant molecules
present in the inspired air, are conveyed to and inte-
grated in the olfactory bulb, which is a part of the cen-
tral nervous system (CNS). Olfactory messages start
from the olfactory epithelium when stimulated by
odorant molecules. Message termination results prob-
ably from the presence of efficient, specific enzyme
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activities, which rapidly metabolize odorant molecules
into products unable to stimulate olfactory receptors (1).
The olfactory pathway also allows the penetration of
drugs or xenobiotics by peri- or intra-axonal flux from
the nasal mucosa to the olfactory bulb and to the rest
of the brain (2). Neurotoxic heavy metals can also pen-
etrate the brain by that way, promoting anosmia, that
is the loss of olfactive ability, and neurologic disorders
related to Parkinson’s disease symptoms (3). Thus the
olfactory bulb itself and the brain may be endangered
by the toxicity displayed by some xenobiotics or by
their reactive metabolites, triggering neurodegenerative
processes and anosmia.

In mammals, glucuronidation represents the main
metabolic pathway for the final biotransformation of
drugs, xenobiotics and endogenous compounds (4).
The reaction is catalyzed by UDP-glucuronosyltrans-
ferases (UGT, EC: 2.4.1.17). This multigenic family of
enzymes transfer the glucuronic acid moiety of UDP-

0364-3190/99/0800-09955 16.00/0 © 1999 Plenum Publishing Corporation
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glucuronic acid to structurally unrelated compounds
(phenols, amines, thiols. carboxylic acids) (5). UGT
are mainly located in the endoplasmic reticulum of the
liver and, to a lesser extent, in extrahepatic tissues
such as kidney, small intestine, skin, and brain (6.7).
They lead to the formation of water-soluble, pharma-
cologically inactive metabolites that are excreted into
bile or urine (4).

As part of an ongoing series of studies on brain
glucuronidation activities, we sought to determine their
specific functions in the CNS and in related structures.
We recently showed that 1-naphthol glucuronidation
exhibited a marked regioselectivity, with high levels in
the olfactory bulb, as weil as in the cellular structures
forming either blood-brain- and cerebrospinal fluid
(CSF)-brain interfaces (8-13). This suggests the pres-
ence of a metabolic protection of the brain against a
possible influx of xenobiotics through the blood-brain
barrier (BBB), choroid plexus or nasal pathway (11,12).
In the present work, we characterized the UGT iso-
form, UGTI1AG®, catalyzing the activity displayed in the
rat olfactory bulb towards I-naphthol. Moreover, as
smell efficiency undergoes age-related alterations, we
also studied in the olfactory bulb the variations of the
glucuronidation process during development and aging,
using newborn, 3-month-, 12-month- and 24-month-old
rats. We observed age-related changes that paralleled
those already described in the liver (14,15). We also
showed that these modifications were not the result
from changes in the mRNA levels encoding the
UGTIAG isoform.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Male Wistar rats (200-220 g body weight: Iffa-Credo. St Ger-
main-sur-1"Arbresle. France) were acclimated to laboratory condi-
tions (normal 12 h/12 h light/dark cycle. temperature 20-22°C). and
allowed unrestricted access to standard food and tap water. In order
to obtain newborn rats, two Wistar female rats in proestrus cycle
were housed together with a male rat for 24 h, and pregnant females
were then maintained in sepurate cages. The study was approved by
the local Animal Ethic Committee. and the research adhered to the
“NIH Principles of Laboratory Animal Care™.

Rats were sacrificed by decapitation, and brains and olfactory
bulbs were rapidly removed and placed in an ice-cold isolation
medium (0.32 M sucrose. | mM (K*)EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH
7.4). Brain tissue samples and olfactory bulb were homogenized
separately in 10 volumes of isolation medium using a manual glass
Dounce-type homogenizer.

Microsomes were obtained by the method described in (16).
Microsomes were resuspended in a small volume of 0.1 M phos-
phate, 0.2 mM (K*)EDTA buffer. pH 7.4. containing 20% (v/v)
glycerol. Protein content was determined according to the method of
Lowry et al. (17) using bovine serum albumin as a standard.
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The measurement of |-naphthol glucuronidation activity was
performed by HPLC analysis of the naphthyl-B-p-glucuronide
tormed. as previously described (16). Because of the minute size of
the olfuctory bulb. it was not possible to isolate enough microsomal
fraction. especially from old rats. to carry out meusurements of UGT
activity by HPLC. Therefore. glucuronide formation was measured
on olfactory bulb homogenates.

Datu were expressed as mean £ SD. Values were compared by
using the Fischer's f~test, followed by the Mann-Withney nonpara-
metric test or Student’s r-test. p < 0.05 was considered significant.

The expression of UGT isoforms in brain cortex and olfactory
bulb microsomes was revealed by Western blotting. Proteins were
separated on 12% (w/v) polyacrylamide gel electrophoresis in the
presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) und electrophoret-
ically blotted onto Immobilon P membranes as previously described
(18). UGT proteins were detected using a polyclonal antibody raised
in sheep against hepatic UGTs of rats (14). The detection was per-
formed by addition of a second goat antibody conjugated with alka-
line phosphatase revealed by 5-bromo-+4-chloro-3-indolyl phosphate
(BCIP) and nitroblue tetrazolium (NBT) (Sigma).

For the study of the expression of UGT/AG gene, brain and ol-
factory bulb samples were rapidly removed after decapitation. and
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until use.

RNA extraction was performed according to a microscale
method (19). The amount of mRNA encoding rat UGTIA6 protein
was measured using a quantitative multistandard RT-PCR method
that takes advantage of both UGT1A6 and [-actin sequence conser-
vation between animal species (20). Briefly. total RNA samples ex-
tracted from rat tissues were mixed with a constant amount of total
RNA prepared from mouse tissues (skin. adipocyte and muscle)
which brought both B-actin and UGT1 A6 sequences and thus acted
as a multi-standard source. All RNA prepurations were incubated in
presence of RNAse-free DNAse (Promega) in order to avoid ampli-
fication from possible contamination by genomic DNA. Separate
PCRs for UGTIAG6 and for B-actin amplification were then under-
taken with oligonucleotide primers that are able to hybridize with rat
and mouse sequences with the same efficiency. For UGTIA6 am-
plitication, the direct primer 1A6DIRR/S (5"-GGA CTC AGT TCT
AGG TGA CAA GC-3'). extended from nucleotide 191 to 213 und
the reverse primer IAGREVR/S (5-GGC GTT GAC ATA GGC
TTC AAA TTC C-3'). from nucleotide 1010 to 986, according to the
mouse sequence UI6818 (21). The oligonucleotides were synthe-
sized by MWG-Biotech (Courtaboeuf. France). Position 3 of the di-
rect primer was occupied by a A (underlined in the sequence above)
which did not match with either sequence in order to not favor one
of the matrices. For B-actin amplification. the direct primer ACT53,
extended from nucleotide 558 1o 579 and the reverse primer ACT33,
extended from nucleotide 1126 to 1100. according to the human
sequence (22.23). The mixture was subjected to 31 cycles for
UGTIAG6 through a 45-sec denaturating step at 94°C, a 45-sec an-
nealing step at 60°C and a 45-sec elongation step at 72°C in a ther-
mal cycler (Gene E. Techne, OSI. Maurepas. France). The B-actin
fragment was amplified through 27 cycles consisting of a 45-sec de-
naturating step at 94°C. a 45-sec annealing step at 65°C and a 45-sec
elongation step at 72°C. Each amplification product was then dis-
tinguished by restriction site polymorphism. The mouse UGTIA6
was digested by Eco RI into two Iragments (682 and 138 bp). while
the rat product remained uncut. A similar difference in pattern of re-
striction sites was used to differentiate B-actin products. A single
Prull restriction site (producing 475 and 94 pb fragments) was pres-
ent in rat, but not in mouse. RT-PCR reactions were performed in a
thermal cycler as follows: complementary ¢cDNA was synthesized
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by mixing | pg RNA from rat and mouse in 50 mM Tris-HCI buffer
(pH 8.3) containing 75 mM KCI. 3 mM MgCls, 10 mM dithiothre-
itol, 5 UM hexa random primers. 200 units of MMLYV reverse tran-
scriptase, and 0.5 mM of each dNTP. Samples were incubated for
1.5 h at 37°C. A |-pl aliquot was used for PCR and added in the in-
cubation mixture containing 20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4).
50 mM KCI. 1.5 mM MgCl,. 0.2 mM of each dNTP. 0.4 uM of each
primer, and 2.5 units of Taq DNA polymerase.

Amplification products were resolved by agarose gel electro-
phoresis stained by ethidium bromide. The bands were visualized
under UV light by a trans-illuminator (UVT-20M. Herolab) and pho-
tographed by a computer assisted camera ( Panasonic). Quantification
of each band was performed by densitometry analysis with a NIH
software. For each rat sample, the results were expressed as the ratio
(gene,, /gene o) X (B-actin g,,../B-actin,,,) in arbitrary units ac-
cording to the method (20).

RESULTS

The glucuronidation rates of 1-naphthol in olfactory
bulb homogenate of rats of different ages are shown in
Table I. The corresponding activities observed in brain
cortex microsomes are indicated for comparison. Glu-
curonidation of l-naphthol was very effective at birth,
where it was at the highest level, but decreased there-
after after 3-months and increased again in aged ani-
mals. At birth, the activity was 4- and 2-fold higher than
in 3-month or 24-months old animals, respectively. By
contrast, this activity did not markedly change during
the same time period in total brain microsomes.

The expression of the UGTs in the olfactory bulb
as a function of age was monitored by both Western
blotting and RT-PCR. One major protein band at 51 kDa
could be detected in olfactory bulb and in brain using
antibodies raised against rat liver UGTs (Fig. 1). Ad-
ditional bands of lower intensity could also be seen in
the 51-54 kDa range. The Western blot clearly showed

Table I. Age-Related Modifications of 1-Naphthol Glucuronidation

|-Naphthol UGT activity
(nmol/h.mg protein)

Animals Brain microsomes OB homogenate
Newborn rats 8.86 = 110" 39.61 + 1.84°
3-month-old rats 6.17 £ 1.08 8.70 £ 0.84
12-month-old rats 8.78 £ 1.67 11.65%1.19
24-month-old rats 10.51 £ 0.84" 19.33 + 6.90"

Olfactory bulb (OB) homogenates and cerebral cortex microsomes
from non-olfactory nervous tissue were isolated from newborn,
young, adult or old animals. Samples were activated by Triton
X-100. as described in the experimental section. Results are given
as mean £ SD, N = 4. “p < 0.05. "p < 0.01. significantly different
from the 3 month-old group.
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Fig. 1. Western immunoblot analysis of UGT isoforms expressed in
3-month-old and 19-month-old rat brain cortex and olfactory bulb
microsomes. Brain or olfactory bulb fractions (150 pg protein) or
liver microsomes (35 pg protein) were loaded onto the gel. Lane 1.
liver: lane 2. 3-month-old olfactory bulb; lane 3. 3-month-old rat
cortex; lane 4, 19-month-old olfactory bulb: lane 5. 19-month-old
rat brain cortex. The arrow indicates the 51kDa UGT isoform.

that the expression of UGTs in brain was both qualita-
tively and quantitatively different from that observed
in the liver.

Using primers specific of mRNA encoding the rat
liver UGT1A6 isoform, we were able to detect the
presence of this protein in both olfactory bulb and
brain (Fig. 2). PCR coamplification of reverse tran-
scribed hepatic UGT1A6 mRNA and B-actin mRNA
produced amplicons of the expected size: 820 bp for
the fragment of UGTIA6, and 569 bp for that of
P-actin. The nature of the amplicons was verified by
restriction site polymorphism. Digestion of UGTI1A6
mRNA (820 bp) by EcoRI led to two fragments (682
and 138 bp); digestion of B-actin mRNA (569 bp) by
Pvull produced two fragments (475 and 94 bp).

We estimated the relative variations of content in
mRNA encoding UGT1AG6 as a function of age. These
levels are given as the ratio UGTIA6 mRNA/actin
mRNA (Fig. 2). The results indicate that there was no
significant variations in UGT1A6 mRNA expression in
the olfactory bulb and in total brain during rat devel-
opment.

DISCUSSION

Many molecules, and especially polar compounds,
are prevented from entering the brain parenchyma via
the bloodstream due to the presence of the BBB. How-
ever, several studies demonstrated in animals and in
humans that heavy metals (3), drugs (2,24), or peptides
(2,25) may reach the CNS and the CSF by transport
along olfactory axons. Thus, as the anterior portion of
the olfactory bulb lacks the BBB (26). the olfactory
system represents a pathway for brain therapy allow-
ing to circumvent the BBB (2,25). On the other hand,
penetrating xenobiotics may diffuse into the entire
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Fig. 2. Quantitative analysis of PCR products from UGTIA6 and
B-actin mRNA in rat brain and olfactory bulb as a function of age. A
mixture of total RNA from rat and mouse was reverse-transcribed and
amplified separately for the detection of UGT1A6 (upper gel) and for
B-actin (lower gel) amplicons. The nature of the amplicons was
verified by restriction site polymorphism. Digestion of UGTIA6
mRNA (820 bp) by EcoRI led to two fragments (682 and 138 bp);
digestion of B-actin mRNA (569 bp) by Pvull produced two frag-
ments (475 and 94 bp). UGTIA6 mRNA quantitation was calcu-
lated as the UGTIA6 mRNA/ B-actin mRNA ratio, as described in
the Experimental Procedure section. Data are the means + SEM of
three independent experiments performed on three different animals
(0, newborn rats; 3. 3-month old rats; 12, 12-month old rats: 24,
24-month old rats). M, ladder of 1kb-DNA standards. The bands on
the gels were visualized by a trans-illuminator (UVT-20M, Herolab).

CNS, and could promote more or less reversible dam-
age to the neuronal tissue. Accordingly, previous re-
ports showed that olfactory bulb in the rat displays
higher arylhydrocarbon hydroxylase activity than
other brain regions (27,28). This cytochrome P450-
dependent activity may be responsible for the genera-
tion of active oxygen species and lipid peroxides, that
cause damages to tissues exposed to chemicals (28). It
has been established that anosmia and Parkinson’s
disease-like symptoms occur frequently among people
working in heavy metal dust-contaminated environ-
ment (3), suggesting that the entry into the brain of
pathogenic agents may be responsible for the appear-
ance of neurodegenerative disorders. This hypothesis
is conforted by the observation that anosmia is one of
the early symptoms of Alzheimer's and Parkinson's
neurodegenerative diseases (25,29). Even if relatively
high protective drug metabolizing enzyme activities
should afford a protection to the olfactory bulb (8,12),
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olfactory neurons may undergo toxic damage by direct
exposure to environmental pollutants. Fortunately. as
the olfactory epithelium possesses high biotransforma-
tion activities catalyzed by cytochromes P450, UGT
isoforms, and glutathione S-transferases, it should rep-
resent a first line of protection of the brain against air-
borne xenobiotics, as olfactory neurons lie outside the
BBB, in direct contact with the environment (30). The
present study clearly shows that the specific activity of
|-naphthol glucuronidation in the olfactory bulb was
surprisingly high, when compared to that measured in
total brain. This suggests a regio-localization of the
UGT within this organ and emphasizes the protective
role exerted by the olfactory bulb against the intrusion
of potentially toxic phenols.

Among the isoforms characterized so far in rat
liver, UGT1A6 was found to be actively involved in
the glucuronidation of |-naphthol and other short and
planar phenols, such as 4-methylumbelliferone (5,31).
This prompted us to determine the presence of this iso-
form in the olfactory bulb. Using a RT-PCR method,
with highly specific primers, this protein was, for the
first time, unambiguously detected and identified in
the rat olfactory bulb. UGT1AG6 belongs to a family of
enzymes encoded by the UGT/ gene complex. All
these isoforms share the same C-terminal end, encoded
by the four common exons 2 to 5. The N-terminal end
is encoded by different exons 1 (31). Since no en-
dogenous phenolic substrates of UGT A6 has been re-
ported to date, the physiological role of this isoform,
which is expressed in several tissues in rat and man, is
still unknown. In that respect, we found that the glu-
curonidation of the phenolic neurotransmitters, sero-
tonin and dopamine, was not supported by UGTIA6
(results not shown).

Finally, we also showed age-related changes of
glucuronidation activity towards 1-naphthol (Table I).
The enzyme activity was significantly higher in new-
born and old rats, as compared to young adult animals,
suggesting age-dependent modifications of UGT ex-
pression. The increase of 1-naphthol glucuronidation
observed in the brain of old rats may be related to an
increase of the relative content of astrocytes and the
decrease of that of neurons observed in the aged brain,
as astrocytes display two-fold higher glucuronidation
activities than neurons (32). The high neonatal activ-
ity of I-naphthol glucuronidation recorded in both
brain and olfactory bulb resembles that observed in the
liver, where the highest glucuronidation of phenolic
substrates develops in the late fetal life (14). No signi-
ficant age-related changes in the expression of UGTI A6
were observed neither in rat brain, nor in olfactory
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bulb. Other isoforms of the families | and 2 have been
also reported to glucuronidate 1-naphthol, although at
a lower extent than UGTI1A6 (4,5). This result con-
tributes to the well-known overlapping substrate speci-
ficity of the UGTs. It is therefore likely that other UGT
isoforms that are able to glucuronidate 1-naphthol
would coexist in the olfactory bulb and in brain (32).
These proteins with a different ontogenic behavior
could explain the differences found between variations
in enzyme activity and in levels of UGTIA6 mRNAs.
On the other hand, differences in the turnover rates of
mRNA encoding UGT1 A6 and of the isoform itself are
also likely to occur according to age. Work is in pro-
gress to test these hypothesis.

In summary, we showed that olfactory bulb dis-
plays high 1-naphthol glucuronidation activity. These
high levels of 1-naphthol glucuronidation should pro-
tect both the brain and the olfactory bulb itself from
airborne phenolic xenobiotics to which it may be ex-
posed. Using Western blotting and quantitative RT-
PCR, we also identified the UGT1 A6 isoform in the rat
olfactory bulb. The present results suggest that the
age-dependent changes in glucuronidation activity are
not the result of modifications in UGT1AG6 expression.
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L’apomorphine, agoniste efficace des récepteurs dopaminergiques D2 et D3, est
largement utilisée pour traiter la maladie de Parkinson. Dans cette étude, la
glucuronoconjugaison de 1’apomorphine et d’autres catéchols est étudiée en utilisant une
méthode de séparation des glucuronides par chromatographie sur couche mince. Les
microsomes de foie conjuguent efficacement 1’apomorphine. Cette glucuronoconjugaison est
augmenté en présence de dithiotréitol. La séparation par HPLC des métabolites montre la
présence de deux glucuronides d’apomorphine. L’analyse par spectrométric de masse a
montré qu’il s’agit de monoglucuronides. D’autres catéchols sont conjugués par les
microsomes de foie a des taux variables, parmi eux le 4-nitrocatéchol qui est le substrat le
plus conjugué. Dans les microsomes de cerveau de rat, seul le 4-nitrocatéchol est
significativement conjugué, suggérant que plusieurs isoformes d’UGT hépatiques, non
exprimé dans le cerveau, participent au métabolisme de I’apomorphine. Pour déterminer les
isoformes impliquées dans la conjugaison de I’apomorphine, deux enzymes recombinantes
exprimées dans les cellules V79 ont été utilisées. L’isoforme UGT1AG6 est incapable de
conjuguer 1’apomorphine, a 'opposé de l'isoforme UGT2B1 qui montre une activité

significative envers ce substrat.
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R.S. El-Bach4, S. Leclerc, P. Netter, J. Magdalou, A. Minn*

UMR CNRS-Université Henri Poincaré-Nancy 1 N° 7561, Laboratoire de Pharmacologie, Faculté de Médecine,
B.P. 184, 54505 Vandeeuvre-lés-Nancy, France

Abstract

Apomorphine, a dopaminergic receptor agonist, is largely used in the therapy of Parkinson’s dis-
ease. In this study, we characterized the glucuronidation of apomorphine and other catechols in rat
liver and brain microsomes, using UDP-[U-'“C]glucuronic acid and separation of the glucuronides
formed by a thin layer chromatographic method. rat liver microsomes glucuronidate apomorphine at a
significant rate, that was increased in the presence of dithiothreitol. Two apomorphine glucuronides
were separated by high pressure liquid chromatography. We showed by electrospray mass spectrome-
try that both products were monoglucuronides. Other catechols were also glucuronidated in liver mi-
crosomes at various rates, and among them, 4-nitrocatechol was the most efficiently conjugated. in rat
brain microsomes, only 4-nitrocatechol was significantly glucuroni-dated, suggesting that in the liver,
several uridine-diphosphate glucuronosyltransferase (UGT) isoforms participate to the conjugation of
catechols. To determine which isoforms catalyze apomorphine glucuronidation, two recombinant en-
zymes expressed in V79 cells were used. The isoform UGT1A6 was unable to glucuronidate apomor-
phine, but we observed a significant activity catalyzed by the isoform UGT2B1. These results provide,
to our knowledge, the first demonstration of apomorphine conjugation by recombinant UGT2B1, and
the first evidence of the lack of apomorphine glucuronidation in the rat brain. © 2000 Elsevier Sci-
ence Inc. All rights reserved.

Keywords: Apomorphine; Microsomes; Catechols; Dopamine; Glucuronidation; UGT isoforms; Parkinson’s disease

Introduction

R-apomorphine is a mixed D,/D, dopaminergic receptor agonist which is largely used by
continuous subcutaneous infusion in the therapy of refractory “on-off™ oscillations in Parkin-
son’s disease (1). Apomorphine metabolism occurs mainly by glucuronidation in the liver
(2,3), and after parenteral administration to different animal species, this drug is metabolized
and mainly excreted in urine as a glucuronide (4). The reaction results from the activity of
UDP-glucuronosyltransferases (UGT, EC 2.4.1.17), which are a family of enzymes involved

* Corresponding author. Tel.: +(33) 383 592753; Fax: +(33) 383 592621.
E-mail address: minn@facmed.u-nancy.fr (A. Minn)
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in the detoxification of numerous endogenous and exogenous compounds. These enzymes
are mainly located in the endoplasmic reticulum of the liver and of various extrahepatic tis-
sues. They catalyze the binding of glucuronic acid from the high energy donor UDP-a-D-
glucuronic acid (UDPGA) on structurally unrelated compounds that possess a hydroxyl, car-
boxyl, amine or thiol group. More than 26 distinct cDNAs have been sequenced to date in
mammalian species (5). UGTs are part of a larger family of UDP-glycosyltranferases, either
membrane-bound or cytosolic, that may preferentially use other nucleotide sugars, including
UDP-galactose and UDP-glucose (5). In human cultured hepatocytes, two UGT isoforms
glucuronidate [-naphthol, one of them being identified as UGT1A6 (6). Glucuronidation of
1-naphthol and 4-methylumbelliferone also occurs in rat cerebral cells, brain microvessels or
brain homogenates, although at different extents (7). A constitutive cerebral UGT identical to
rat liver isoform UGT 1A6 is expressed in astrocytes and neurons (8,9). However, 1-naphthol-
UGT activity is barely detectable in human brains removed at autopsy (10).

The metabolism of catechol drugs and neurotransmitters is highly relevant to new drug de-
velopment, especially for the treatment of neurological disorders and mental illnesses. How-
ever, despite the large therapeutic use of apomorphine, no data are available concerning its
metabolism within the brain. In the present work, we investigated the glucuronidation of apo-
morphine and other catechols both in the liver and in the brain, and showed that two mono-
glucuronides were formed by liver microsomes, whereas brain microsomes were unable to
conjugate apomorphine. We also attempted to identify the UGT isoforms involved in that pro-
cess, using recombinant enzymes, and showed that UGT 1A6 is unable to glucuronidate apo-
morphine. By contrast, UGT2BI1 catalyzes the formation of one apomorphine glucuronide.

Methods
Reagents

Dulbecco-modified Eagle’s medium (DMEM) and gentamicin were purchased from
Gibco (Eragny). Fetal calf serum and UDP-glucuronic acid (UDPGA) were from Boehringer
(Meylan). LK6DF silica gel thin layer chromatography (TLC) plates were purchased from
Whatman (Phase Separations, Saint Quentin). Sep-Pak cartridges were Waters products
(Phase Separations, Saint-Quentin). UDP-[U-'*C]glucuronic acid (10.6 Bq.pmol ') was pur-
chased from Isotopchim (Ganagobie-Peyruis) and catechols from Fluka (Buchs). All other
routine chemicals were from Sigma (Saint-Quentin Fallavier).

Animals

For each experiment, six male Sprague-Dawley rats (200-220 g) were killed by decapita-
tion and the brain, olfactory bulb, brainstem, pituitary gland, and liver were rapidly excised
and placed in ice-cold 0.32 M sucrose, | mM EDTA, 0.1 mM dithiothreitol (DTT), 50 mM
phosphate buffer, pH 7.4. Residual meningeal tissue was removed from brain by using fine
scissors and tweezers. The meningeal membranes attached to the cranial bones, mainly dura
mater, but possibly some arachnoid, were dissected and rinsed in the isolation medium. An
inner set of meningeal membranes, composed of pia mater and most of the arachnoid, was
gently teased free from the cortex surface. Brain tissue samples, cortex, hippocampus, mid-
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brain, choroid plexus, brainstem, olfactory bulb, pituitary gland, and pia mater were fully ho-
mogenized in the isolation medium using a glass Dounce-type homogenizer. The dura mater
preparation was homogenized in the medium by 50 up-and-down strokes of the low-clearance
(12-63 pm) Dounce pestle, the remaining fibrous matrix being removed from the homoge-
nate before use. The microsomal fractions of brain, olfactory bulb, and mibrain were ob-
tained from homogenates by successive ultracentrifugations according to (7).

To obtain the microvessel fraction, the brain homogenate was centrifuged at 1,500 X g for
15 min, and the sediment was resuspended in 20 ml of a Krebs-Ringer glucose medium with-
out serum albumin and centrifuged again for 10 min at 1,500 X g. The pellet was resus-
pended in 10 ml of 0.25 M sucrose and filtered on a 500 wm nylon screen. Brain capillaries
were isolated by centrifugation for 30 min at 58,000 X g on a sucrose gradient according to
(11). The liver microsomal fraction was obtained from the liver homogenate by successive
ultracentrifugations according to (12). All preparations were stored at —80°C.

Cell culture

Astrocytes were prepared from the neopallium of 1-day-old Sprague-Dawley rat brains, as
described by (13). The culture medium consisted in DMEM supplemented with 2 mM
L-glutamine, 50 pg/ml gentamicin, and 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum. Cells
usually reached confluence after 17 days. Primary cultures of astrocytes contained more than
90% immuno-positive cells, when labeled with anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP)
antibody, a specific astrocyte marker.

For microsome isolation, cultured cells were sonicated for 50 sec at a 60 W-output power,
ina 1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4. The whole ho-
mogenate was centrifuged at 1,300 X g for 10 min, then at 10,000 X g for 20 min. The super-
natant was centrifuged at 105,000 X g for 90 min. The resulting microsomal pellet was sus-
pended in a 20% (v/v) glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mM potassium phosphate
buffer, pH 7.4, and stored at —80°C.

Recombinant UGT

The recombinant rat UGT1A6 and UGT2B1 cDNA were stably expressed in the eukary-
otic V79 cells. Transfections, characterization of these isoforms and preparation of the mem-
brane fraction have been previously described (14,15).

Enzymatic assays

UGT activities toward apomorphine and 1-naphthol were screened in tissues and cell mi-
crosomes or homogenates by a thin layer chromatographic method as described by (16). They
were measured after treatment of the microsomes or homogenates by 0.15 mg Triton X-100/
mg protein for 15 minutes at 4°C. The reaction was run in 10 mM MgCl,, 0.1 M Tris-HCI
buffer, pH 7.4 in the presence of 3.7 KBq UDP-[U-'*C]glucuronic acid (10.6 Bq.pmol ') at
37°C. The glucuro-nidation of other catechols was also screened in liver and brain cortex mi-
crosomes. The protein content was determined according to (17) using bovine serum albumin
as a standard. Results were presented as mean = SD and compared using Anova test. Differ-
ences with p < 0.05 were considered significant.
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Biosynthesis and characterization of apomorphine glucuronides

The glucuronides of apomorphine were biosynthesized by incubation of 1 mM apomor-
phine and 2.5 mM UDPGA in 10 mM MgCl,, 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 7.4 in the presence
of Triton X-100-activated liver microsomes (1 mg protein/ml) at 37°C for 4 h. The reaction
was terminated by 0.6 M HCI. The excess of UDPGA was eliminated by filtration over Sep-Pak
cartridges, then apomorphine and its glucuronides were eluted by water. Glucuronides were
separated by HPLC on a system comprising a 100 mm X 8 mm, 4 pwm particle Novapak C18
column inserted in a Radial-Pak compression module with a diode array UV-visible detection
(996-Waters). The chromatographic separation was performed using an isocratic elution with
25% (vlv) acetonitrile, 0.04% (v/v) formic acid in water, pH 3.2, at a flow rate of | ml/min.

The formation of glucuronides was verified by their hydrolysis after incubation with bo-
vine liver 3-glucuronidase, 1000 unit/100 mM acetate buffer, pH 4.6, for 2 h at 37°C, and by
electrospray mass spectrometry performed on a VG Platform mass spectrometer using a
Mass Lynx software (Micromass Ltd.).

Results
UGT activity toward apomorphine and other catechols

Apomorphine was efficiently glucuronidated by rat liver microsomes. glucuronide forma-
tion by native microsomes was significantly increased in the presence of 0.5 mM DTT, and
by 2-3 fold when microsomes were activated by Triton X-100 (Fig. 1). However, apomor-
phine was less efficiently conjugated than 1-naphthol, which was glucuronidated at rates 20
times greater than apomorphine, using Triton X-100 activated microsomes.

We screened the ability of liver and brain cortex microsomes to glucuronidate a series of
cate-chols of potential or established therapeutic interest (Table 1). All catechols assayed
were conjugated at various rates in liver microsomes, but with a lower efficiency than 1-
naphthol. among them, 4-nitrocatechol was the most rapidly glucuronidated. As 1-naphthol
glucuro-nidation occurs in various regions of the brain (7), we investigated if apomorphine
and other catechols could be also conjugated by rat brain microsomes. Only 4-nitrocatechol
was found to be efficiently glucuronidated in rat brain microsomes, although to a lesser ex-
tent than 1-naphthol. Traces of 4-hydroxyestradiol and catechol glucuronides were also de-
tected. We also assayed apomorphine glucuronidation in regions of the brain and related
structures. No detectable activity was observed (not shown), although glucuronidation of
1-naphthol was found in glial cell micro-somes, and choroid plexus, hippocampus, arachnoid
and pituitary homogenates as previously observed (18). Incubations in the presence of V79
cell membranes which were tranfected with either rat UGT1A6 or UGT2B1 ¢cDNA showed
that UGT 1A6 does not catalyze apomorphine glucuronidation, whereas a significant activity
was detected with UGT2B1 (Table 2). However, in these experimental conditions, only one
spot, corresponding to a single glucuronide, was detected.

Apomorphine glucuronides characterization

By HPLC, two major peaks corresponding to two different apomorphine glucuronides
were detected after incubation of rat liver microsomes with apomorphine (Fig. 2A). The main
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Fig. 1. Glucuronidation activities toward apomorphine and 1-naphthol as a control in rat liver microsomes. Sub-
strate concentrations were 1 mM for apomorphine and 1-naphthol, 2.5 mM UDP-glucuronic acid, and 3.7 KBq
UDP-[U-'“C]glucuronic acid (10.6 Bq.pmol ™). The reaction was run in 10 mM MgCl,, 0.1 M Tris-HCI buffer,
pH 7.4 for 60 min at 37°C. A, activity towards apomorphine using non-activated liver microsomes; B, activity
towards apomorphine using activated liver microsomes; C, activity towards apomorphine in the presence 0.5 mM
DTT using non-activated liver microsomes; D, activity towards 1-naphthol using Triton X-100 activated liver
microsomes (0.15 mg/mg protein for 15 minutes at 4°C). Values represent the mean * SD of six different microso-
mal preparations. * p < 0.01 in comparison with A.

one (peak 2) corresponded to 90% of the total product, and the other one (peak 1) to 10%.
Upon action of B-glucuronidase, both peaks completely disappeared, thus confirming that
they are B-glucuronides (Fig. 2B). Apomorphine presented a major absorbance at 205 nm
and an additional peak at 271 nm when eluted from the HPLC system. The spectra of glucu-
ronides presented bathochromic displacements in the major absorbance peak which was dis-
placed to 215 nm and 210 nm for the main and the minor glucuronides respectively, while the
other one was preserved at 271 nm. The analysis by MS of apomorphine glucuronides har-
vested from the incubation medium by solid-phase separation presented the same quasi-
molecular ion at m/z 444 [M + H]* (Fig. 3) and a fragment corresponding to the apomor-
phine molecular mass at m/z 268.

Discussion

The metabolism of catechol drugs and neurotransmitters is highly relevant to the develop-
ment of new drugs, especially for the treatment of neurological or neurodegenerative disorders.
For instance, nitrocatechol drugs are developed as inhibitors of catechol O-methyltransferase
(COMT, EC 2.1.1.6) that are mainly metabolized by glucuronidation (19). Therefore, we in-
vestigated the glucuronidation of apomorphine and other catechols of potential therapeutic
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Table 1
Glucuronidation activities toward catechols in microsomes of rat liver and brain

Liver microsomes Brain microsomes
Substrate (pmol/min.mg) (pmol/min.mg)
4-Nitrocatechol 9,57 0.44
Catechol 1,08 0.04
Pyrogallol 40* ND
Pyrogallol 950° ND
3,5-Dinitrocatechol 591 ND
Apomorphine 505 = 50° ND
DL-3,4-Dihydroxyphenylglycol 268 ND
Dopamine 143 ND
4-Hydroxyestradiol 130 0.09
3,4-Dihydroxyphenyl acetic acid 123 ND
3,4- Dihydroxy mandelic acid 118 ND
L-Dopa 92 ND
6-Hydroxydopamine 48 ND
1-Naphthol (control) 27,518 = 1,827¢ 1.11 £ 0.03

Substrate concentrations were 1 mM for 1-naphthol and catechols, 2.5 mM UDP-glucuronic acid, and 3.7
KBq UDP-[U-"*C]glucuronic acid (10.6 Bq.pmol™'). The reaction was run in 10 mM MgCl,, 0.1 M Tris-HCI
buffer, pH 7.4 for 60 min at 37°C. Brain cortex microsomes were activated by Triton X-100 microsomes, but not
liver microsomes. Two glucuronides were found for pyrogallol: *Rf = 0.72; ®Rf = 0.63; ©values represent the
mean * SD of six experiments. ND, not detected.

interest in liver and brain preparations. Apomorphine was glucuronidated by liver microsomes,
although 1-naphthol was conjugated more efficiently than this drug. It has been established
that rat liver microsomes display a high glucuronidation activity towards 1-naphthol, benza-
zepines, apomorphine, and haloperidol (20) although the isoforms involved have not been
identified yet. On the other hand, only one UGT isoform, UGT1A6, was recently detected in
brain microsomes and also in cultured astrocyte and neuron homogenates (9). This isoform
presents a strict specificity toward planar phenols, like 1-naphthol. Therefore, we investigated
the glucuronidation activity towards apomorphine in CNS and also in V79 cells expressing
UGT1AG6. The glucuronidation activity towards apomorphine was absent either in brain cor-

Table 2
Glucuronidation activities toward apomorphine, 1-naphthol and 4-hydroxybiphenyl using V79 membrane
expressing UGT 1A6 or UGT2BI

Apomorphine 1-Naphthol 4-Hydroxybiphenyl
UGT isoform (pmol/min.mg) (pmol/min.mg) (pmol/min.mg)
UGT1A6 ND 2.20 = 0.30 ND
UGT2B1 1.34 = 0.03 ND 565 £ 6.4

Substrate concentrations were | mM for 1-naphthol, 4-hydroxybiphenyl and apomorphine, and 3.7 KB1 UDP-
[U-"C]glucuronic acid (10.6 Bq.pmol~!). The reaction was run in 10 mM MgCl2, 0.1 M Tris-HCI buffer pH 7.4
for 60 min at 37°C in the absence of non-labeled UPDGA in order to label all glucuronides produced. V79 cell
membranes were activated by Triton X-100. Values represent the mean * SD of three assays. ND, not detected.
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Fig. 2. Chromatograms from apomorphine glucuronides produced by rat liver microsomes, before (A) and after
incubation with 1000 units B-glucuronidase (B). The chromatography was performed using a HPLC system com-
posed of a pump 510-Waters, a 100 mm X 8 mm, 4 pm particle Novapak C18 column inserted in a Radial-Pak
compres-sion module with diode array UV-VIS detection (996-Waters). Isocratic elution was performed with
25% (v/v) acetonitrile, 0.04% (v/v) formic acid in water at a flow rate of 1 ml/min. Apomorphine glucuronides
(peaks 1 and 2) eluted at 4.1 min and 4.8 min respectively. Apomorphine (peak 3) eluted at 16.4 min.

tex, midbrain, olfactory bulb, and astrocyte microsomes, or in choroid plexus, brainstem,
hippocam-pus, pituitary gland, pia mater, dura mater, and brain microvessel homogenates, even
after a treatment of microsomes and homogenates with small amounts of Triton X-100 which
activates UDPGT in vitro (18). The absence of apomorphine glucuronidation in central nervous
system (CNS) preparations and V79 cells expressing rat UGT 1A6, and the great difference in
the rates of glucuronidation between apomorphine and 1-naphthol by liver microsomes suggest
that the main isoform responsible for the conjugation of apomorphine is not UGT1A®6.

The rat hepatic, phenobarbital-inducible UGT2B1 isoform glucuronidates morphine and
carboxylic acid-containing compounds like nonsteroidal anti-inflammatory drugs and fatty
acids (15). The genetically engineered V79 cell line expressing UGT2B1 conjugated apo-
morphine, although at a lower extent than 4-hydroxybiphenyl. Only one apomorphine glucu-
ronide corresponding to peak 1 was formed by UGT2B1 (not shown), suggesting that an
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Fig. 3. Mass spectrum of apomorphine glucuronides. Electrospray positive mass spectro-scopy of products puri-
fied by HPLC was performed on a VG Platform mass spectrometer using a Mass Lynx software (Micromass Ltd.).

other hepatic UGT isoform should be involved, that catalyzes the formation of the second
glucuronide by liver microsomes. Nevertheless, this is the first demonstration that UGT2B1
isoform catalyzes apomorphine glucuronidation.

Autoxidation of apomorphine occurs spontaneously in aqueous solutions and the rate of
degradation increases with an increase in pH, resulting in the formation of quinones and re-
active oxygen species (ROS) (21). The present results also suggest that this reaction may
compete with glucuronidation, as DTT significantly increased apomorphine glucuronidation
activity in nonactivated liver microsomes. Thiols react with quinones both to form thiol con-
jugates and therefore reduce the quinone probably reforming the original substance (22).
This results in an increase in the amount of substrate available for glucuronidation. Recently,
we showed that apomorphine-quinones covalently bind to liver microsome proteins (submit-
ted). In vitro and in vivo experiments also indicated covalent, non-specific binding of apo-
morphine to tissue proteins (23). This non-specific binding could inhibit some enzyme activ-
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ities. Thiols scavenge ROS and DTT can also form reversible bonds with thiol residues on
proteins, competing with quinones for these sites and protecting enzymes against them (24).

In the liver, apomorphine is metabolized by O-glucuronidation, O-methylation, and sulfa-
tion (2,3). Many HPLC techniques have been described to assay apomorphine using either
UV (25,26), fluorescence (27) or electrochemical detection (28-31), although these tech-
niques have never been used before to directly quantify apomorphine glucuronides, in part
because these products are not available to be used as standards. Protocols for the quantifica-
tion of glucuronides by HPLC proceed by subtraction the amount of free drug from the total
amount of apomorphine after incubation with 3-glucuronidase (3). This indirect technique
measures total apomorphine glucuronides formed but does not discriminate between the two
isomers. Therefore, we designed a biosynthesis process of both apomorphine glucuronides
isomers using rat liver microsomes. We identified them upon the action of B-glucuronidase,
by HPLC with a diode array UV-visible detector, and finally by mass spectrometry. Both
apomorphine metabolites synthesized by rat liver microsomes presented the same molecular
mass, confirming that they were monoglucuronides. Accordingly, previous studies indicated
that the major metabolic products of apomorphine isolated from the urine of rabbits are two
monoglucuronides (4). Steric considerations suggest that the major component is apomor-
phine 3-O-glucuronide, because the 3-position is much less hindered than the 4-position.
This is the first report showing that rat liver microsomes can be used to produce significant
amounts of apomorphine glucuronides by incubating 1 mM apomorphine and 2.5 mM UDP-
glucuronic acid for 4 hours at 37°C in a final batch volume of 30 ml. Obviously, this method
did not produce enough apomorphine glucuronides for preparative purposes, but a more effi-
cient method for a semi-preparative purification can be designed and optimized. This will al-
low kinetic determinations of the reactions and also investigations on the potential pharmaco-
logical activity of these metabolites.

This work presents evidence that liver microsomes glucuronidated all catechols which
were tested, and 4-nitrocatechol is a good substrate among this class of compounds (Table 1).
However, 1-naphthol glucuronidation was approximately 2.9 times higher than the glucuro-
nidation of 4-nitrocatechol in liver microsomes, and 2.5 times higher in activated brain cortex
microsomes. Only 4-nitrocatechol was efficiently conjugated in brain cortex microsomes, al-
though traces of catechol and 4-hydroxyestradiol glucuronides were also found. This result is
consistent with the fact that the rat brain has been found to glucuronidate mainly planar phe-
nols (7). A second nitration of the aromatic ring, at position 3-C in the catechol molecule de-
creased the rate of glucuronidation in liver microsomes, and it was not glucuronidated by the
UGT isoforms which are present in the rat brain. In the same way, 3,5-dinitrocatechol was not
glucuronidated by brain cortex microsomes. When incubated with rat liver microsomes, apo-
morphine was glucuronidated at higher rates than dopamine and its metabolites, and also than
4-hydroxyestradiol. The isoquinoline moiety is apparently the part of apomorphine responsible
for a better adaptation in the active site which allows higher glucuronidation efficiency.

Finally, the present results show that dopamine, which acts as an important neurotransmitter
in several regions of the CNS, is not glucuronidated by brain microsomes. This data differs
from the conclusions of other authors that found dopamine glucuronide in the cerebrospinal
fluid of rats, and concluded that glucuronidation constitutes an important metabolic pathway
for endogenous dopamine of central origin (33).
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In conclusion, the present work shows that apomorphine and several other catechols are
glucuronidated by liver but not by brain microsomes, although it was found that 4-nitrocatechol
can be conjugated in brain cortex microsomes. Apomorphine is a substrate for the UGT2B1
but not for the UGT 1 A6 isoform which is the main isoform expressed in the CNS. This study
also shows that DTT increases the rate of glucuronoconjugation, suggesting that apomor-
phine autoxidation, which produces oxygen-related free radicals (32), may inhibits or com-
petes with glucuronidation.
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Résultats

3. CONJUGAISON DES ANTI-INFLAMMATOIRES NON
STEROIDIENS ET PRESENCE DES CYCLO-
OXYGENASES

Publication 5

Localization of cyclo-oxygenase 1 and 2 in the olfactory organs

and conjugaison of non selective NSAID COX inhibitor

LECLERCS., BOILEAU C., NETTER P., MINN A.

Publication en préparation pour Neuroscience Lefters

A. Mise en évidence des cyclo-oxygénases 1 et 2 dans la muqueuse olfactive et

les bulbes olfactifs

Dans les BO, la protéine COX-1 est faiblement exprimé. Elle est localisée dans les
cellules granulaires et les cellules mitrales. A 1’opposé, aucun marquage pour COX-1 n’est
observé dans la MO (Figure 32).

La protéine COX-2 est fortement exprimée dans les BO et la MO (Figure 33). Cette protéine
est localisée dans les cellules granulaires et mitrales des BO et dans les cellules

sustentaculaires et les neurones olfactifs dans la MO.
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Figure 32 : Immunohistochimie de COX-1 dans les bulbes olfactifs (A, B et C) et dans la muqueuse
olfactive (D et E). B et C sont, respectivement, des agrandissements de la couche glomérullaire et de
la couche de cellules mitrales. E est un agrandissement de la muqueuse olfactive. A et D :
grossissement 160 fois, B,C et E : grossissement 640 fois.
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Figure 33 : Immunohistochimie de COX-2 dans les bulbes olfactifs (A, B et C) et dans la muqueuse
olfactive (D et E). B et C sont, respectivement, des agrandissements de la couche glomérullaire et de
la couche de cellules mitrales. E est un agrandissement de la muqueuse olfactive. A et D :
grossissement 160 fois, B,C el E : grossissement 640 fois.
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B. Conjugaison des anti-inflammatoires non stéroidiens dans les microsomes
d’astrocytes, les homogénats de muqueuse olfactive, de bulbes olfactifs et de
cerveau

Le kétoprofene est I’AINS le mieux conjugué par les UGT astrocytaires (Figure 34).

Le naproxeéne et I'ibuproféne sont également conjugués. Par contre, aucune activité de

glucuronoconjugaison envers |’aspirine ou le paracétamol n’est détectée. Dans la MO, le

kétoproféne, le naproxéne et I’ibuproféne sont faiblement conjugués chez les rats de 1 jours.

L’activité de glucuronoconjugaison de ces AINS est maximale pour les rats agés de deux

semaines & trois mois puis elle diminue. L’activité de glucuronoconjugaison envers le

kétoproféne et 1’étodolac est du méme ordre de grandeur. L’activité des UGT dans les BO
pour les AINS est trés faible. L’étodolac est I’AINS le mieux conjugué, la plus forte activité
est observée chez les rats de 1 jour. Dans le cerveau, ’activité de glucuronoconjugaison des

AINS est indétectable. L’efficacité des AINS en particulier celle sur les COX pourrait étre

moduler par leur glucuronoconjugaison.
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Figure 34 : Activité de glucuronoconjugaison, par chromatographie sur couche mince, des anti-

inflammatoires non stéroidiens dans les microsomes dastrocytes (A), dans les homogénats de

muqueuse olfactive (B), et dans ceux de bulbes olfactifs (C). Aucune activité n'a été détectée dans les

homogénats de cerveau.
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4. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

4.1. Localisation de ’'UGT1A6 dans la muqueuse olfactive
par hybridation in situ

[’expression de 'UGT1AG6 a été démontré dans la MO (publication 1). Cependant, il
n’existe aucune donnée sur la localisation cellulaire de cette enzyme. Par hybridation in situ,
nous avons cherché a identifier les cellules exprimant cette isoforme. Les ARNm de
’isoforme UGT1A6 sont localisés dans les cellules sustentaculaires et dans les neurones

olfactifs sensoriels (Figure 35).

Figure 35 : Localisation des ARNm de 'UGT1A6 dans la muqueuse olfactive de rat par hybridation in
situ. Les coupes ont été hybridées avec la sonde UGT1A6 sens (A et C) et avec la sonde UGT1A6
anti-sens (B et D). A et B : grossissement 160 fois, C et D ; grossissement 640 fois.
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4.2. Activité de glucuronoconjugaison du 1-naphtol dans

les microsomes d’astrocytes

L’activité de glucuronoconjugaison du l-naphtol, mesurée par fluorimétrie, est onze
fois supérieure dans les microsomes de foie par rapport aux microsomes de cellules gliales en
culture primaire, respectivement 3 400 et 306 nmol/h/mg de protéine. La lignée d’astrocytes
immortalisés C6 est tres facile a cultiver et constitue ainsi un outil potentiel pour modéliser in
vitro le métabolisme de médicaments. Nous avons donc entrepris une étude comparative des
activités de conjugaison dans ces cellules et dans les astrocytes en culture primaire. Les UGT
présentes dans les cellules immortalisées C6 ont une activité trés faible (1,36 nmol/h/mg de
protéine), méme apres activation par du Triton X-100, détergent qui facilite 1’accés du
substrat au site actif de I’enzyme. Les cellules C6 ne peuvent donc pas constituer un modéle

in vitro d’étude de la conjugaison cérébrale (Figure 36).
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Figure 36 : Activité de glucuronoconjugaison du 1-naphtol par fluorimétrie dans des microsomes de
foie de rats, de cellules gliales (astrocytes de rats nouveau-nés en culture primaire), de cellules
immortalisées C6 et de cellules C6 activés par du Triton X-100 (n=3, test t-Student, **p < 0.001, *p <
0.05 par rapport aux astrocytes en culture primaire).
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4.3. Conjugaison des catéchols dans les microsomes
d’astrocytes, et dans les homogénats de muqueuse

olfactive, de bulbes olfactifs et de cerveau

Dans la publication 4, nous avons fait une étude détailiée de la conjugaison de 1’apomorphine
et d’autres catéchols, dont certains ont des propriétés thérapeutiques, dans le cerveau et dans
le foie. Ayant démontré (publication 1 et 3) de fortes activités de conjugaison dans la MO et
les BO, nous avons également étudié la conjugaison de catéchols dans ces tissus. Apres
analyse par CCM (Figure 37), nous observons que le 4-nitrocatéchol et la 8-hydroxyquinoline
sont les catéchols les mieux conjugués par les UGT présentes dans les microsomes
d’astrocytes (respectivement, 272,3 et 352,1 nmol/h/mg de protéine). Ces deux substrats sont
plus conjugués que le 1-naphtol (13,51 nmol/h/mg de protéine). Dans les mémes conditions
expérimentales, 1’activité de glucuronoconjugaison est pratiquement indétectable pour la
dopamine, la l-dopa, la noradrénaline, l’adrénaline et 1’acide gallique. A 1’opposé,
I’apomorphine, le pyrocatéchol, la dobutamine, le pyrogallol, le 4-hydroxyestradiol et le 2-
hydroxyestrone sont conjugués par les UGT astrocytaires. Ces UGT métabolisent le
pyrogallol en deux glucuronides. Le pyrogallol posséde, dans sa structure moléculaire, deux
sites possibles de réaction avec 'UDPGA. Les trois capones, entacapone, nitécapone et
tolcapone, sont faiblement conjuguées par les microsomes d’astrocytes, I’entacapone étant la

mieux conjuguée.

Dans la muqueuse olfactive (Figure 38), le 4-nitrocatéchol est fortement conjugué
mais moins que le naphtol et ceci pour tous les dges. L’activité de glucuronoconjugaison
envers I’apomorphine est plus faible que celle des précédents substrats. Le méme profil de
conjugaison est observé pour ces différents catéchols. L’activité de conjugaison est faible
pour les rats de 1 jour, elle augmente ensuite jusqu’a I’age de 3 mois puis diminue et ré-
augmente légérement chez les vieux rats de 24 mois. Dans les BO, les UGT ont une activité
métabolique environ 50 fois plus faible que celle trouvée dans la MO. L’activité de
glucuronoconjugaison dans les homogénats de cerveau est du méme ordre de grandeur que
celle des BO. De plus, le 4-nitrocatéchol dans ces deux organes est plus conjugué que le 1-
naphtol. L.’apomorphine est faiblement conjuguée. Dans les BO et le cerveau, les UGT ont

une forte activité chez les jeunes rats qui décroit avec le développement post-natal.
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Figure 37 : activité de glucuronoconjugaison, par chromatographie sur couche mince, du 1-naphtol
dans des microsomes de foie, du 1-naphtol, du 4-nitrocatéchol et de la 8-hydroxyquinoline dans des
microsomes d‘astrocytes. (B): activité de conjugaison de la dopamine, de la I-dopa, de la
noradrénaline, de I'apomorphine, du pyrocatéchol, de la dobutamine, du pyrogallol, de I'acide gallique,
du 4- hydroxyestradiol et de la 2-hydroxyestrone dans les microsomes d'astrocytes. (C) : activité de
l'entacapone, de la nitécapone et de la tolcapone dans les microsomes d’astrocytes.
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Discussion

1. ACTIVITE DE GLUCURONOCONJUGAISON ENVERS DES
MOLECULES ODORANTES ET EXPRESSION DES ARNm
DES ISOFORMES UGT2A1 ET UGT1A6

1.1. Activité de glucuronoconjugaison

La terminaison du message olfactif résulte de I’activation de plusieurs systémes, entre
autres, de la présence d’enzymes trés actives dont certaines sont spécifiques, qui vont
rapidement métaboliser les molécules odorantes pour qu’elles ne soient plus capables de
stimuler les récepteurs olfactifs et en prévenant leur saturation (Lancet, 1991 ; Burchell,
1991 ; Lazard et al., 1991). Ces enzymes présentes dans la MO, mais aussi & un niveau
d’expression plus faible dans les BO et le cerveau, conjuguent les différentes molécules
odorantes & des taux variables selon 1’age des rats et selon le tissu étudi€. La plupart des
molécules que nous avons utilisées sont glucuronoconjuguées dans la MO, alors que dans les
BO et le cerveau, le nombre de molécules conjuguées et I’intensité de la conjugaison sont plus
faibles. Les résultats obtenus suggerent que la MO joue effectivement un rdle important dans
la régulation de la concentration des molécules qui pénétrent par la voie nasale, sauf pour les
rats nouveau-nés ou I’activité des UGT dans les BO est similaire a celle trouvée dans la MO.

Les UGT, les CYP, les GST et d’autres enzymes du métabolisme des médicaments ont
été détectées au niveau des plexus choroides et de la BHE ou elles ont un rdle de
détoxification et de barriére en métabolique envers les xénobiotiques. Ces enzymes également
présentes dans le MO peuvent participer a la biotransformation des molécules odorantes et
autres molécules étrangeres, et donc contribuer a la barriere métabolique en limitant ’entrée
possible des xénobiotiques dans le cerveau (Hussain, 1998 ; El Bacha et Minn, 1999). La forte
activité de glucuronoconjugaison, en particulier chez les rats de 3 mois, dans la MO conforte
cette hypothese. De plus, ’activité enzymatique des UGT pour le 1-naphtol plus forte dans la
MO que dans le foie suggere un role important de détoxification. La glucuronoconjugaison de
molécules odorantes a aussi été détectée dans les BO et le cerveau. Les activités présentes
dans ces deux tissus contribuent certainement aussi a la barriere métabolique mais ne sont
probablement pas impliqués dans la fonction olfactive puisque ces deux organes transmettent

le message sous formes de potentiel d’action.
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1.2. Comparaison de I'activité de glucuronoconjugaison et

de ’expression des transcrits d’UGT

Le profil d’expression de I'UGT2AL, dans la MO, est similaire & celui de ’activité des
UGT. Comme I’expression des ARNm de 'UGT2A1 est largement supérieure a celle des
ARNm de I'UGT1A®6, I'isoforme UGT2A1 semble majoritaire. Son activité doit masquer
’activité des autres UGT présentes dans la MO, ce qui expliquerait les profils identiques.
A T'opposé, dans les BO, il ne semble pas exister de corrélation entre 1’expression des ARNm
de 'UGT2A1 et ceux de P'UGT1AG6 et les changements d’activité de glucuronoconjugaison.
L’expression des ARNm de ’'UGT2A1 est 10 fois plus faible que dans la MO. Les activités
de conjugaison observées pour les différentes molécules résultent, comme dans la MO, des
activités de 'UGT1A6, de 'UGT2AL1 et d’autres isoformes certainement exprimées dans ces
tissus. Mais contrairement & ce qui se passe dans la MO, une isoforme ne semble pas
prédominer par rapport aux autres, d’ou un profil d’activité de glucuronoconjugaison différent
de celui de I’expression de chaque isoforme.
De méme, dans le cerveau, aucune corrélation n’apparait entre ’expression des ARNm de
PUGT1AG6 et Pactivité de glucuronoconjugaison. Comme 1’enzyme recombinante UGT1A6
est incapable de métaboliser le carvacrol (Jackson er al., 1988), une autre isoforme encore
inconnue doit étre exprimée dans le cerveau, comme 1’a déja été proposé Suleman et al.,
(1998). Les différences observées dans les activités de glucuronoconjugaison suggerent un
processus de régulation différent pour I’expression de 'UGT1A6 et UGT2A1 dans les

différents tissus, et implique la présence d’autres isoformes qui restent a identifier.

1.3. Relation entre la glucuronconjugaison et la fonction

olfactive

Comme ’expression des UGT et ’odorat varient avec 1’age, nous avons cherché s’il
existait une corrélation entre les activités enzymatiques et la fonction olfactive. Les cellules
mitrales sont des neurones qui font relais dans les BO en transmettant I’activité électrique des
récepteurs olfactifs au cortex pyriforme. Les interactions synaptiques dans les BO
moduleraient les décharges des cellules mitrales et faciliteraient la discrimination des
molécules odorantes (Friedman et al., 2000). L’équipe du Docteur Martine Cattarelli a

enregistré ['activité électrique de cellules mitrales en réponse a différentes molécules
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odorantes choisies parmi les substrats des isoformes d’UGT exprimées dans les tissus
olfactifs. Les études électrophysiologiques ont été réalisées sur des rats anesthésiés. Il est
probable que I’anesthésie diminue les réponses du BO. Les amplitudes des réponses observées
varient de manicre identique pour ’acétate d’isoamyle et I’anisole, la valeur la plus faible
étant obtenue a trois mois. Comme [’expression de I'UGT2A1 est maximale a cet age, la
faible amplitude des réponses positives a cet dge peut résulter d’une forte conjugaison des
molécules odorantes. La glucuronoconjugaison entrainerait une modification de la structure
moléculaire des ces molécules et modulerait ainsi leur interaction avec les récepteurs (Ben-

Arie et al., 1993).

1.4. Localisation des isoformes UGT2A1 et UGT1A6

La technique d’hybridation in situ nous a permis de détecter précisément la
localisation cellulaire des ARNm de ’'UGT2A1 dans la MO et les BO de rat. L’UGT2A1 est
localisée par immunohistochimie dans les glandes de Bowman et les cellules sustentaculaires
de la MO (Lazard et al., 1990; Lazard et al., 1991). Un méme immunomarquage a été
observé pour de nombreuses autres enzymes du métabolisme des médicaments dont les CYP,
les GST et les phénol sulfotransférases. Nous avons montré la présence d’ARNm de
I’UGT2A1 principalement dans les cellules sustentaculaires et un faible marquage dans les
cellules des glandes de Bowman. Les transcrits de 'UGT2A1 sont également présents dans
les neurones sensoriels olfactifs, une localisation qui n’a encore jamais été décrite par
immunohistochimie pour les enzymes du métabolisme des médicaments.

Peu de choses sont connues sur I’expression et la localisation cellulaire des enzymes du
métabolisme des médicaments dans les BO, méme si ce tissu présente des activités
métaboliques tres élevées pour différents substrats modeles. Plusieurs CYP ont été
caractérisés par hybridation in situ et immunohistochimie. Par exemple, I’expression du
CYP2D4 a été montrée dans les cellules granulaires (Hedlund et al., 1996). Nous avons
localisé les transcrits de I’'UGT2A1, principalement dans ces neurones. Ceci suggere un role
métabolique spécialisé des cellules granulaires des BO. Par RT-PCR quantitative, le taux
d’ARNm de P'UGT2AL est six fois plus faible dans les BO que dans I’épithélium olfactif.
Ceci n’avait jamais ét¢ montré auparavant, I’UGT2A1 étant considérée comme une enzyme
spécifiquement et exclusivement exprimée par la MO (Lazard et al., 1991 ; Lancet, 1991).

Aucune expression de PUGT2A1 n’a cependant été trouvée dans le cerveau, le foie, les
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poumons, les reins ou I'intestin. L’UGT2A!1 ne semble étre exprimée que dans les organes
olfactifs. Elle doit probablement y exercer un rdle spécifique dans la barriere métabolique et

le processus olfactif.

Brands et al. (2000) ont confirmé I’expression des ARNm de I’isoforme UGT1A6 dans le
cerveau. Ils ont trouvé un marquage dans le cytoplasme des cellules de Purkinje et dans les
cellules pyramidales de I"hippocampe. Dans la MO, les ARNm de ’'UGT1A6 sont localisés
dans les mémes cellules que ceux de I'UGT2AL. Ceci suggére que les cellules
sustentaculaires aient un rdle métabolique important. Les neurones semblent également avoir
ce role. Ces deux types cellulaires pourraient donc intervenir dans la détoxification et la

barrieére contre les molécules étrangeres qui pénctrent par la MO et les BO vers le SNC.

2. GLUCURONOCONJUGAISON DU 1-NAPHTOL DANS LES
BULBES OLFACTIFS ET DANS LES ASTROCYTES

Les métaux lourds peuvent également pénétrer dans le SNC par la voie olfactive, et y
induire une anosmie et des désordres neurologiques (Hasting et Evans, 1991). Cette voie est
aussi une voie d’entrée directe des xénobiotiques potentiellement toxiques dans le cerveau.
Ceux-ci ou certains de leurs métabolites réactifs peuvent engendrer une toxicité dans les BO
eux-mémes ou dans le cerveau entrainant une anosmie ou une neurodégénérescence. La
présence d’enzymes du métabolisme des médicaments comme les UGT, les CYP et les GST
représente une protection contre ces molécules étrangeres et aussi un facteur de risque dans la
mesure ou certains métabolites formés peuvent étre réactifs. Dans la publication 3, nous
montrons que 1’activité spécifique des UGT pour le 1-naphtol est trés forte dans les BO (39,61
nmol/h/mg de protéine), comparée a celle du cerveau. Ceci suggere une régio-localisation des
UGT dans cet organe et implique un rdle protecteur des BO contre ’entrée de phénols
potentiellement toxiques. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans la publication
1. En effet, pour les deux publications, la plus forte activité de glucuronoconjugaison pour le
1-naphtol est observée chez les rats de 1 jour, dans les BO et le cerveau. De plus, cette activité
de glucuronoconjugaison pour le 1-naphtol diminue avec 1’age jusqu’a 3 mois. Les légeres
différences observées dans les résultats de ces publications s’expliquent par des conditions

expérimentales différentes.
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2.1. L’isoforme UGT1A6

Dans les BO, la présence de 'UGT1A6 a ét€ mise en évidence par western blot et RT-
PCR, cette isoforme ayant déja été caractérisée dans le cerveau et dans des cellules cérébrales
(neurones et astrocytes) en culture (Suleman et al., 1998). Mais son rdle physiologique est
encore inconnu, car ses substrats endogeénes n’ont pas été identifiés a ce jour. Aucun
changement d’expression des ARNm de ’'UGT1AG6 n’a été observé dans les BO et le cerveau
en fonction de I’age. Les différences expérimentales rapportées dans les publications 1 et 3
résultent probablement de I’ utilisation de conditions méthodologiques différentes.
Des isoformes d’UGT de la famille 1 et 2, autres que I'isoforme UGT1A®6, peuvent conjuguer
le 1-naphtol mais a des taux plus faibles (Mulder, 1992 ; Mackenzie et al., 1997). Certaines de
ces isoformes doivent étre exprimées dans les BO et le cerveau. Les activités correspondantes
pourraient expliquer les différences observées entre les profils d’activité et d’expression des

ARNm de ’'UGT1AG6.

2.2. Glucuronoconjugaison cérébrale du 1-naphtol

L’activité de glucuronoconjugaison varie selon le type de cellules cérébrales.
L’activité 1-naphtol est plus importante dans les cellules gliales que dans les neurones qui ont
eux-mémes une plus forte activité que les cellules endothéliales cérébrovasculaires (Suleman
et al., 1998 ; Gradinaru, 1995). Suleman et al. (1998) ont aussi montré que l'expression de
I'UGT1AG6 est supérieure dans les astrocytes a celle des neurones en culture primaire. Ceci
explique pourquoi nous avons choisi de caractériser les astrocytes comme modele d'étude de
la glucuronoconjugaison dans le cerveau. Les astrocytes que nous avons utilisé proviennent
soit de la lignée C6 isolée d'un gliome de rat, soit de cultures primaires. Par mesure
fluorimétrique de I’activité UGT, nous avons montré que l'activité de glucuronoconjugaison
du I-naphtol est quasiment inexistante dans les microsomes de cellules C6, méme quand
ceux-ci sont activés par du Triton X100. Le détergent favorisant ’accés du substrat a
I’enzyme, 'activité est augmentée, mais elle reste toujours inférieure a celle observée dans les
microsomes d'astrocytes en culture primaire. La lignée C6 semble avoir perdu une grande
partie de l'activité de l'isoforme UGT1A6. La capacité d'expression de ’'UGT1A6 est donc
pratiquement perdue dans ces cellules. Cette lignée immortalisée est cependant tres utilisée

comme modele d'étude in vitro des astrocytes, par exemple, dans les études de récepteurs dont
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celui du glutamate (Albasanz et al., 1997), dans les études d'expression de certains génes (Wu
et al., 1997), de métabolisme comme le stress oxydant (Tsai et al., 1997) et de régulation de
I’expression de la NO synthase (Esposito et al., 2001). Nos résultats montrent que ces cellules
ne peuvent pas servir pour la modélisation in vitro de la glucuronoconjugaison cérébrale.
Nous avons donc utilisé pour la suite de ce travail des microsomes d'astrocytes en culture
primaire. La lignée C6 n'exprimant pas ou trés peu d'UGT, ce résultat doit étre pris en compte

dans le choix d’un modéle d’étude de cytotoxicité cérébrale.

3. GLUCURONOCONJUGAISON DE CATECHOLS

Les catéchols sont connus comme neurotransmetteurs ou médicaments permettant de
compenser les désordres neurologiques et des maladies neurodégénératives liés a ces
neurotransmetteurs. A présent, les médicaments de type nitrocatéchol sont développés comme
inhibiteurs de COMT, et il a été montré qu’ils sont métabolisés par glucuronoconjugaison
(Lautala et al., 1997). Nous avons étudié la glucuronoconjugaison de 1’apomorphine et
d’autres catéchols ayant éventuellement un intérét thérapeutique, dans le foie et le cerveau.
L’apomorphine est conjuguée par les microsomes de foie mais a un taux plus faible que le 1-
naphtol. Les microsomes de foie sont connus pour avoir une forte activité de
glucuronoconjugaison envers le 1-naphtol, les benzépines, I’apomorphine et 1’halopéridol
(Tedford et al., 1991). Une seule isoforme, 'UGT1AG6, a été récemment détectée dans des
microsomes de cerveau, dans des cultures d’astrocytes et dans des homogénats de neurones.
Cette isoforme métabolise préférentiellement les phénols plans comme le 1-naphtol. L’activité
de glucuronoconjugaison de I’apomorphine n’est pas détectée dans les microsomes de cortex
cérébral, de mésencéphale, de BO, d’astrocytes, ni dans les homogénats de plexus choroides,
d’hippocampe, d’hypophyse, de pie mere, de dure mere, ou de capillaires cérébraux, méme
quand les microsomes ou les homogénats sont activés avec du triton X-100. L’absence de
conjugaison de I’apomorphine dans les préparation de CNS et dans les cellules V79 exprimant
PUGTL1AG, et la forte différence de conjugaison entre ’apomorphine et le 1-naphtol suggére
que I’'isoforme principalement responsable de la conjugaison de 1’apomorphine ne soit pas
PUGT1ASG.

L’isoforme hépatique UGT2B]1, inductible par le phénobarbital, conjugue la morphine et les
acides carboxyliques dont les AINS et les acides gras. Les cellules V79 transféctées avec le

géne de 'UGT2BI1 conjuguent I’apomorphine, mais a un taux plus faible que le 4-
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hydroxybiphényle. Un seul glucuronide d’apomorphine correspondant au premier pic sur le
chromatogramme d’HPLC est formé par I'isoforme UGT2BI, suggérant que d’autres UGT
hépatiques soient impliquées dans la formation du deuxiéme glucuronide.

Dans le foie, I’apomorphine est métabolisée par O-glucuronidation, O-méthylation, et O-
sulfatation (Di Chiara et al., 1978 ; van der Geest et al., 1997). Beaucoup de techniques
d’HPLC pour détecter I’apomorphine, utilisant les UV, la fluorescence ou la détection
électrochimique ont été décrites. Ces techniques permettent une quantification indirecte des
glucuronides d’apomorphine. En effet, la quantité de glucuronides synthétisés est obtenue par
soustraction de la quantit€ d’apomorphine libre a la quantité totale d’apomorphine aprés
incubation avec les -glucuronidases, les glucuronides d’apomorphine n’étant pas disponibles
dans le commerce pour réaliser une gamme étalon (van de Geest et al., 1997). Dans ce cas, la
quantité totale de glucuronides d’apomorphine formés est mesurée. Cette méthode ne permet
pas de détecter la formation éventuelle d’isomeéres ou de glucuronides. Dans notre étude, deux
glucuronides d’apomorphine ont été identifiés, aprés action des f-glucuronidases, par HPLC
avec un détecteur UV-visible, et par spectrométric de masse. Les deux glucuronides
d’apomorphine synthétisés dans-les microsomes de foie de rat présentent la méme masse
moléculaire, confirmant que se sont des monoglucuronides. Chez le lapin, une étude avait
déja montré que les produits métaboliques majeurs de 1’apomorphine isolés a partir d’urine
sont deux monoglucuronides (Kaul et al., 1961). Les considérations stériques suggerent que le
glucuronide majoritairement formé soit le 3-O-glucuronide, la position 3 étant moins

encombrée que la position 4.

La glucuronoconjugaison d’autres catéchols a été testée dans les microsomes de foie.
IIs sont tous glucuronoconjugués, le 4-nitrocatéchol étant le meilleur substrat. L’activité de
glucuronoconjugaison du 1-naphtol est environ 3 fois plus forte que celle du 4-nitrocatéchol
dans les microsomes de foie, et 2,5 fois plus forte dans les microsomes activés de cortex
cérébral. Seul le 4-nitrocatéchol est efficacement conjugué dans les microsomes de cerveau,
alors que des traces de glucuronides de catéchol et de 4-hydroxyestradiol ont été détectées. Ce
résultat est en accord avec le fait que le cerveau, par la présence de 'UGT1AG6, conjugue
principalement les phénols plans.
Wang et al. (1983) ont trouvé des glucuronides de dopamine, un important neurotransmetteur
de plusieurs régions cérébrales, dans le LCR de rats, et concluent que la
glucuronoconjugaison constituait une voie métabolique importante pour la dopamine

endogene d’origine centrale. Nous ne pouvant pas partager cette opinion car, dans nos
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conditions expérimentales, la dopamine n’est pas glucuronoconjuguée par les microsomes de
cerveau.

La noradrénaline et [’adrénaline, deux autres neurotransmetteurs, ne sont pas
significativement conjugués par les microsomes d’astrocytes. La dopamine, la noradrénaline
et I’adrénaline ne semblent donc pas étre les substrats endogenes de ’'UGT1A6. Comme le
montrent les résultats de la publication 4, le 4-nitrocatéchol est fortement glucuronoconjugué,
de facon significativement plus importante que le 1-naphtol, I’'un des substrats préférentiels de
I'UGT1A6. L’activité de glucuronoconjugaison de la 8-hydroxyquinoline est également
_supérieure a celle du I-naphtol. Cette vitesse de réaction, au moins trois fois supérieure, peut
provenir d'une meilleure affinité du 4-nitrocatéchol ou de la 8-hydroxyquinoline envers
I'UGT1AG6 ou envers d’autres isoformes d’'UGT présentes dans les microsomes d'astrocytes.
Le pyrogallol est, quant a lui, moyennement conjugué par les UGT astrocytaires et est
métabolisé en deux glucuronides ayant des vitesses de formation différentes. Le métabolite le
plus polaire est préférentiellement produit, & une vitesse cinq fois supérieure a celle de I’autre
glucuronide. Ceci peut étre dii soit a la présence de deux isoformes différentes soit & un
encombrement stérique différent.en fonction du groupement hydroxyle présenté a 1'enzyme.
En effet, le pyrogallol posseéde trois groupements hydroxyles dont I'un pourrait étre plus
accessible pour l'enzyme et serait donc conjugué plus rapidement.

Nous avons trouvé que ’apomorphine est glucuronoconjuguée par les microsomes
d’astrocytes, contrairement au résultats décrits dans la publication 4. Cette différence
s’explique par des conditions expérimentales différentes. Dans la publication 4, seul
I’UDPGA radiomarqué est utilisé dans le milieu réactionnel alors que pour I’autre expérience,
une dilution isotopique, qui augmente la concentration réelle du co-substrat est utilisée pour la
mesure. Les conditions réactionnelles sont donc plus favorables a la formation de
glucuronides. D’autre part, dans les deux types d’expériences, deux souches de rats
différentes, Spraque-Dawley et Wistar, ont été utilisées. Il existe peut-&tre une différence
d’expression des isoformes d’UGT dans ces deux souches qui pourraient expliquer la
différence de résultats. La glucuronoconjugaison de I’apomorphine dans les astrocytes
implique I’expression d’une autre isoforme, différente de I’isoforme UGT1AG6, puisque celle-
ci ne métabolise pas ce substrat (publication 4).

La L-dopa, également utilisée pour traiter la maladie de Parkinson, n’est pas
glucuronoconjuguée dans les astrocytes. Les autres catéchols, 4-hydroxyestradiol et 2-
hydroxyestrone sont faiblement conjugués. L’entacapone, la nitécapone et la tolcapone qui

sont des inhibiteurs de COMT sont faiblement conjuguées par les UGT astrocytaires. La
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conjugaison de la plupart des catéchols testés peut s’expliquer par la présence de I’isoforme
UGT1A6 dans les microsomes d’astrocytes.

La glucuronoconjugaison du 4-nitrocatéchol et de I’apomorphine a également été testée dans
des homogénats de MO, de BO et de cerveau. Dans la MO, le 4-nitrocatéchol est moins bien
glucuronoconjugué que le 1-naphtol contrairement a ce qui est observé dans les BO et le
cerveau. L’activité observée montre en fait ’activité de I’ensemble des isoformes présentes
dans les tissus étudiés. Il peut exister, dans la MO, une isoforme qui conjugue le 1-naphtol et
pas le 4-nitrocatéchol, isoforme qui ne serait pas exprimée dans les autres tissus. Une autre
hypothese serait que I'UGT2A1 a plus d’affinité pour le 1-naphtol que pour le 4-nitrocatéchol
et comme cette isoforme semble majoritairement exprimée dans la MO, P’activité globale
observée relate ’activité de cette isoforme. Dans les BO et le cerveau, une isoforme ne
prédominerait pas par rapport aux autres, donc le métabolisme par une isoforme particuliere
ne masque pas l’activité des autres isoformes présentes. L’apomorphine est moyennement
conjuguée dans la MO, mais trés peu dans les BO et le cerveau. Dans la MO, des isoformes
peu ou non exprimées dans les autres tissus et qui conjuguent I’apomorphine doivent exister.
La présence de I'isoforme UGT2B1 a été identifiée, par RT-PCR semi-quantitative, dans la
MO (communication personnelle de J.M. Heydel). Cette isoforme conjugue les acides
carboxyliques, la morphine et I’apomorphine. Le 4-nitrocatéchol et 1’apomorphine ont
néanmoins le méme profil de glucuronoconjugaison que les molécules odorantes aux

différents dges suggérant que ce soient les mémes enzymes qui les métabolisent.

4. GLUCURONOCONJUGAISON D’ANTI-INFLAMMATOIRES
NON STEROIDIENS

Dans cette partie, nous avons étudié le métabolisme cérébral de molécules
médicamenteuses qui passent la BHE. Les AINS sont principalement métabolisés par
glucuronoconjugaison et de plusieurs études montrent qu’ils peuvent pénétrer dans le LCR et
le SNC par passage de la BHE (Netter ef al., 1985). Le naproxéne et le paracétamol sont
conjugués en partie par l'isoforme UGT1A6 exprimée dans le foie et dans le cerveau ainsi que
dans les astrocytes en culture primaire (Suleman et al., 1998). Le kétoprofene est fortement
conjugué par les microsomes d'astrocytes par rapport au naproxeéne et a l'ibuproféne. Les

éventuels glucuronides d’aspirine et de paracétamol ne sont pas détectables par
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chromatographie sur couche mince. Ces deux AINS ne sont donc que faiblement ou pas
conjugués par les microsomes d'astrocytes. Malgré le passage de ces cinqg AINS dans le
cerveau apres administration périphérique, tous ne semblent pas étre métabolisés par les UGT
astrocytaires.

Ceci suggere que ces molécules, ainsi que 1’aspirine et le paracétamol, sont certainement
conjuguées par d'autres systemes enzymatiques que les UGT comme les COMT, les SULT,
les GST et les méthyltransférases (Leininger-Muller et coll., 1994). Ces différents systémes
enzymatiques ainsi que la glucuronoconjugaison participent & la protection métabolique du
cerveau. La glucuronoconjugaison constitue, néanmoins, le mécanisme principal de
conjugaison (Mulder et al., 1992 ; Leininger-Muller et al., 1994).

Comme le kétoproféne, le naproxene et I'ibuproféne sont conjugués dans les microsomes
d’astrocytes, nous avons cherché s’ils étaient aussi conjugués dans les homogénats de MO, de
BO et de cerveau, les UGT astrocytaires en particulier 'UGT1A6 étant exprimés dans ces
tissus. Ces trois AINS ainsi que I’étodolac sont glucuronoconjugués dans la MO et, & un taux
beaucoup plus faible dans les BO. L’activité de conjugaison de 1’étodolac est supérieure a
celle du kétoprofeéne dans les BO alors que son activité a un taux similaire au kétoproféne
dans la MO. Par contre aucune activité n’est détectée dans les homogénats de cerveau. Ce
résultat n’est pas surprenant, puisque 1’activité est trés faible dans les microsomes d’astrocytes
qui constituent une forme partiellement purifiée d’enzymes. Les UGT se trouvant dans les
homogénats sont plus diluées que dans les microsomes. De plus, les astrocytes ont une
activité de glucuronoconjugaison plus forte que le cerveau total, certainement parce que les
autres cellules du cerveau expriment moins ou pas d’UGT. Le méme profil d’activité de
glucuronoconjugaison est observé pour les AINS et les molécules odorantes.

Le resvératrol, anti-inflammatoire et inhibiteur de I’expression du gene cox2, est
glucuronoconjugué dans la MO (communication personnelle de N. Sabolovic). Ce substrat et
les AINS étant métabolisés par les UGT présentes dans la MO et les BO, nous avons
recherché la présence des enzymes cibles de ces anti-inflammatoires c’est-a-dire COX-1 et/ou
COX-2. Par immunohistochimie, nous avons montré que COX-2 est fortement exprimée dans
les deux tissus a I’état basal. Par contre, le nombre de cellules marquées pour COX-1 est plus
faible que pour COX-2. De plus, comme dans le cerveau, si COX-2 est exprimée
constitutivement dans la MO et les BO, elle peut certainement y étre induite lors d’une
toxicité ou inflammation de la MO provoquées par les produits chimiques de

I’environnement.



Discussion

Le travail que nous avons réalis€ montre donc que les UGT présentes dans les
microsomes d'astrocytes en culture primaire conjuguent la majorité des catéchols et AINS
testés. Leur administration par voie nasale doit se limiter a un traitement local, les
glucuronoconjugués d’AINS étant réactifs, car capable de se lier de facon covalente aux
protéines (Terrier et al., 1999). Ce modele d'étude in vitro semble donc €tre approprié pour les
études de glucuronoconjugaison dans le cerveau. Il pourrait permettre d’avoir une premiére

approche sur le métabolisme de médicaments pouvant traverser la BHE.
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Conclusion et perspectives

Il nous a paru important d’étudier le métabolisme des UGT dans la MO parce que le
voie nasale est une voie d’administration des médicaments. Cette voie est trés étudiée
actuellement, car elle représente une alternative aux autres modes de délivrance classique
(administration orale, parentérale...). L’administration de médicaments par la voie nasale a
plusieurs intéréts. Cette voie est non invasive, aisée pour 1’administration de médicaments
notamment chez les enfants, les aduites handicapés ou les personnes agées, et enfin, n’induit
pas de risque d’infection.

Nous avons détecté une activité de glucuronoconjugaison du l-naphtol dans les
homogénats de MO de rats de 3 mois supérieure a celle trouvée dans les homogénats de foie.
Les UGT hépatiques assurant une protection contre les molécules étrangeres, il est donc
probable que les UGT olfactives participent également a la détoxification de 1’organisme en
particulier celle des voies respiratoires et du SNC. En effet, la MO est une voie d’entrée
directe des xénobiotiques dans le cerveau. Elle est €galement la premiére protection des voies
respiratoires contre les polluants atmosphériques et autres molécules étrangeres
potentiellement toxiques. Dans les BO et le cerveau, ’activité de glucuronoconjugaison est
plus faible que dans la MO. Les UGT présentes dans le cerveau et les BO peuvent intervenir
dans la protection du SNC et des BO contre les xénobiotiques mais n’auraient aucun role dans
I’olfaction. Il semble donc que les UGT présentes dans les BO, le SNC mais surtout dans la
MO aient un rdle de barriére métabolique contre I’entrée de molécules étrangeres dans
’organisme, limité cependant aux molécules qui peuvent atteindre I’espace intracellulaire. La
protection ne s’explique pas aux molécules capables de rejoindre le LCR apres diffusion par
voie paracellulaire. Mais, la voie olfactive étant une voie d’entrée directe des xénobiotiques
dans le cerveau, I’importance de cette barriere doit €tre précisée et approfondie. Enfin,
I’entrée de xénobiotiques, en particulier de médicaments, par la voie nasale et leur
métabolisme peut entrainer un risque de toxicité. Une étude approfondie de ce risque semble
indispensable.

Les UGT présentes dans la MO ont une forte activité envers les molécules odorantes, ce
qui laisse supposer qu’elles ont un réle important dans I’olfaction. Cette hypothése est
confortée par d’autres résultats. En effet, la plupart des molécules odorantes testées sont
glucuronoconjuguées. De plus, il semblerait qu’une forte conjugaison des molécules
odorantes soit corrélée a une diminution d’amplitude des réponses positives enregistrées dans
les cellules mitrales quand un rat est soumis a une odeur particuliére. Les UGT pourraient
transformer les molécules odorantes pour qu’elles ne stimulent plus les récepteurs, et ainsi

interviendraient dans D’'arrét du signal olfactif. Elles pourraient également prévenir la
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saturation des récepteurs olfactifs et réguler la concentration des molécules qui pénetrent par
la voie nasale. Dans la MO et les BO, la présence des isoformes UGT2A1 et 1A6 ont été
démontrées par RT-PCR quantitative. Il serait intéressant d’étudier la part de chacune de ces
isoformes dans la conjugaison des molécules odorantes. Pour cela, des cellules ou des levures
devront étre transfectées avec le géne de ’'UGT2A1 de rat. Nous possédons déja des cellules
V79 transfectées avec le géne de I'isoforme ’'UGT1A6. Une étude structure-fonction de
I’UGT2A1 pourrait étre envisagée. Les transcrits de 'UGT2A1 ont été localisés dans les
cellules sustentaculaires, les glandes de Bowman et les neurones sensoriels olfactifs. Dans les
BO, les ARNm de I’isoforme UGT2A1 sont présents dans les neurones. L’expression des
ARNm de 'UGT2A1 n’a pas été détectée dans aucun autre organe. Cette isoforme devrait
donc jouer un rdle spécifique dans I’olfaction.

Les catéchols testés sont tous glucuronoconjugués dans le foie. L’apomorphine est conjuguée
par I’isoforme UGT2B1 mais pas par 'UGT1A6. Dans le foie, elle est métabolisée en deux
monoglucuronides. Dans les microsomes d’astrocytes en culture primaire, 1’apomorphine est
faiblement conjuguée. Une autre isoforme encore non identifiée, certainement 1’'UGT2BI,
doit étre exprimée dans ces microsomes puisque I’UGT1AG6 ne conjugue pas ce substrat. Des
études complémentaires sont donc nécessaires pour préciser ce point.

Nous avons montré que les cellules C6, utilisées dans de nombreuses études, ne conviennent
pas a I’étude de la glucuronoconjugaison cérébrale, 'UGT1AG6 étant quasiment inexistante
dans ces cellules. Par contre, les astrocytes en culture primaire expriment cette isoforme. Les
UGT astrocytaires conjuguent de nombreux catéchols, en raison de la présence de 'UGT1AG6.
Par contre, la dopamine, la noradrénaline et I’adrénaline ne semblent pas étre des substrats
endogénes de cette isoforme puisqu’ils ne sont pas conjugués par les microsomes
d’astrocytes.

Nous avons également testé la glucuronoconjugaison de molécules qui passent la BHE et qui
peuvent altérer 1’olfaction, les AINS. Ces molécules sont conjuguées dans les microsomes
d’astrocyte, les homogénats de MO et a un taux plus faible dans les homogénats de BO. 1l
serait intéressant d’étudier le réle d’un état inflammatoire sur les modifications d’expression
des UGT présentes dans la MO

Un méme profil dans les activités de glucuronoconjugaison est observé dans la MO, les BO et
le cerveau pour les différentes catégories de molécules testées (molécules odorantes, catéchols
et AINS) et ceci pour les différents dges. Il semble donc que les UGT soient régulées d’une

maniére différente selon le tissu. La glucuronoconjugaison de plusieurs familles de molécules
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renforce I’hypothése que les UGT participent a une barriere métabolique dans ces différents

tissus. Cette hypothese est développée et discutée dans la publication 6.
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Publication 6

Drug transport into the mammalian brain:

the nasal pathway and its specific metabolic barrier.

MINN A., LECLERC S., HEYDEL J.M., MINN A.L., DENIZOT C., M. CATTARELLI,
NETTER P., GRADINARU D.

The Journal of Drug Targeting, 2002, sous presse.

Le transport de médicaments et d’autres xénobiotiques dans le SNC dépend des
propriétés spécifiques des vaisseaux cérébraux formant la BHE et des plexus choroides
formant la barriere sang-LLCR. Il dépend également des propriétés physicochimiques de ces
substances, lesquelles sont susceptibles d’€tre métabolisées durant leur transport en
métabolites pharmacologiquement inactifs. Enfin, I’entrée de médicaments peut étre
empéchée par des systemes de fransport actif qui catalysent un transport ATP-dépendant de
nombreux médicaments et xénobiotiques a I’extérieur du SNC. Cependant, la voie nasale est
souvent utilisée pour I’administration systémique de médicaments. Cette voie permet aussi le
passage de nombreuses molécules directement dans le SNC. Cette revue résume les récentes
connaissances sur les facteurs contrdlant cette voie, en particulier le métabolisme de
xénobiotiques de I’environnement et de médicaments dans la muqueuse olfactive, les bulbes
olfactifs et le cerveau, qui pourraient constituer une barriere métabolique, ainsi qu’une source

potentielle de toxicité.
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Abstract:

It is generally accepted that the rate of entry into and distribution of drugs and other
xenobiotics within the central nervous system (CNS) depends on the particular anatomy of the
brain microvessels forming the blood-brain barrier, and of the choroid plexus forming the
blood-cerebrospinal fluid barrier, which possess tight junctions preventing the passage of
most polar substances. Drug entry to the CNS also depends on the physicochemical properties
of the substances, which can be metabolised during this transport to pharmacologically
inactive, non-penetrating polar products. Finally, the entry of drugs may be prevented by
multiple complex specialized carriers, which are able to catalyse the active transport of
numerous drugs and xenobiotics out of the CNS. Nasal delivery is currently considered as an
efficient tool for systemic administration of drugs that are poorly absorbed via the oral route,
and increasing evidence suggests that numerous drugs and potentially toxic xenobiotics can
reach the CNS by this route. This short review summarizes recent knowledge on factors
controlling the nasal pathway, focusing on drug metabolising enzymes in olfactory mucosa,

olfactory bulb and brain, which should constitute a CNS metabolic barrier.

Abbreviations: BBB, blood-brain barrier; CNS, central nervous system; CSF, cerebro-spinal
fluid; CYP, cytochrome P450; EH, epoxide hydrolase; GST, glutathione S-transferase; MRP,
multidrug  resistance-associated protein, OAT, organic anion transporters; Pgp, P-
glycoprotein; ST, sulfotransferase, UGT, UDP-glucuronosyltransferase; VMAT, vesicular
monoamine transporter.



1. Introduction

Delivery of drugs to the central nervous system (CNS) remains a challenge, despite
impressive advances during the last decade in our understanding of the mechanisms involved
in the maintenance of brain homeostasis. The brain functions correctly only within a precisely
controlled and specific environment. The mechanisms that control this stable environment
result from the particular properties of the interfaces that allow exchanges of substances
between the brain and the blood. As a consequence, specific and efficient barriers prevent the
influx of numerous xenobiotics at brain interfaces.

Drugs must be administered for the therapy of a wide range of neurological diseases or
disorders, which impact on CNS regions responsible for memory, cognition, language and
voluntary movements. Disorders associated with CNS dysfunction include neurodegenerative
diseases such as Parkinson’s and Alzheimer’s diseases, epilepsy, psychiatric disorders, stroke-
promoted anoxia, pain and cancer. Drugs are generally administered by oral or parenteral
routes, which allow their passage into the blood of the general circulation. However, the
ability to deliver these active molecules systematically is hampered by possible hepatic first-
pass metabolism or by gastro-intestinal metabolism prior to reaching the CNS. A second
difficulty appears at the blood-brain barrier (BBB), which constitutes the main interface
between blood and brain. A complex multidrug resistance system prevents the influx of
numerous drugs, due to liposolubility, molecular size, and the substrate properties for
numerous drug metabolism enzymatic systems and ATP-dependent efflux transport systems
(El-Bacha & Minn, 1999; Minn et al., 2000) (Table 1). Furthermore, numerous recent data
provide evidence that the choroid plexus, which is the main interface between the blood and
the cerebro-spinal fluid (CSF), also possesses efficient physical and metabolic barriers, and
also displays efficient multidrug resistance-associated protein (MRP) and organic anion
transporter (OAT)-dependent transport systems that prevent the entry into the CSF of
numerous drugs present in the circulating blood (Gao et al., 1999; Ghersi-Egea & Strazielle,
2001). As most drugs produce their pharmacological effect in a concentration-dependent
manner, it is often not possible to reach and maintain a suitable therapeutic concentration for a
sufficient time to achieve the therapeutic effect. Moreover, as the steady-state concentration
of a drug results from equilibrium between its rate of influx and its rate of efflux, the brain
interface properties result in a poor delivery to the brain, or a rapid elimination, thus reducing

or suppressing the therapeutic potential of the drug.



Drug administration by the nasal pathway is currently considered as a particular systemic
delivery method, allowing either administration of drugs that are poorly absorbed by the oral
route, or for the local therapy of nasal-pharyngeal sphere diseases (Marttin et al., 1998). The
nasal epithelium displays a relatively high permeability to drugs (McMartin et al., 1987), due
to the presence of a dense blood vessel network. The advantages of this route of
administration are also a rapid absorption and onset of the pharmacological response,
avoidance of hepatic first-pass metabolism, high systemic availability and an easy
administration route suitable for self-medication (Hussain, 1998; Li et al.,, 2000). For
vaccines, nasal administration also offers an attractive alternative allowing the use of smaller
doses and to deliver the formulation directly to nose—associated lymphoid tissues (Illum &
Davis, 2001). Therefore, nasal administration is an attractive route, also allowing an easy and

non-invasive delivery of drugs to old people or children.

Curiously, scientists working on systemic drug delivery by the nasal route generally pay little
attention to the eventual entry of the drug into the brain, even after nasal administration of
drugs devoted to CNS pathology such as dihydroergotamine for migraine therapy (Marttin et
al., 1997) or anticonvulsants for the treatment of status epilepticus (Schols-Hendricks et al.,
1995; Li at al., 2000). Numerous recent reviews on drug transport into the mammalian CNS
only consider drug transport through the blood-brain barrier (BBB) or through the blood-
cerebrospinal fluid barrier (see for example Habgood et al., 2000; Saunders et al., 1999;
Spector, 2000; Ghersi-Egea & Strazielle, 2001). In the same way, the use of cocaine
hydrochloride for local anaesthesia of the nasal and laryngeal cavities has been reported
(Dyke et al., 1977; Behl et al., 1998), and the resulting plasma concentration of cocaine
described, but no data concerning the resulting cerebral concentration were given in these
reports. However, everyone is aware of the immediate psychotropic effects of cocaine intake
by the nasal pathway, which is the most frequently used administration route by cocaine
addicts. Recent evidence has been presented that a proportion of nasally administered cocaine
is transported directly to the brain, as at 1 min after administration, the olfactory bulb-to-
plasma cocaine concentration ratios are three times those obtained after iv administration
(Chow et al., 1999). Several studies indicate that hydrophilic or relatively large molecules
such as proteins (Shipley, 1985; Pardridge, 1991; Thorne et al., 1995), viruses (Tomlinson &
Esiri, 1983) or dextrans with a molecular weight up to 20 KDa (Sakane et al., 1995) can be
directly transported from the nasal cavity to the CSF using neuronal anterograde and

retrograde transport, and that the transport of large molecules to the CSF is dependent on their



molecular weights (for recent reviews, see Mathison et al., 1998; Illum, 2000). Convincing
evidence has been also presented that some heavy metals like manganese and cadmium can
directly enter the brain by the nasal pathway, promoting delayed, but severe neurotoxicity and
neurodegeneration (Perl & Good, 1987; Hastings & Evans, 1991; Sunderman, 2001).

Thus a drug administered by the nasal route may enter either into the blood of the general
circulation, or into the brain, or in many cases into both, but many of the factors controlling
the passage through each of these pathways remain unclear (Fig. 1). Therefore, in the present
short review, we will summarize the recent knowledge of factors controlling the cerebral
influx of chemicals through the nasal pathway, focusing on drug metabolising enzymes in the
olfactory mucosa, olfactory bulb and the brain itself, which should constitute a CNS

metabolic barrier.

2. Physical factors controlling the nasal entry of drugs into the brain

Mucus: the mammalian nasal cavity is lined with three types of epithelia: squamous,
respiratory and olfactory. A mucus layer secreted by Bowman’s gland and both epithelial and
specialized goblet cells covers these epithelia. Mucus consists of a ~95% water solution of
serum proteins, glycoproteins, lipids and electrolytes. Its secretion rate, composition, fluidity,
viscosity and pH can rapidly change with inflammation, disease state, and exposure to
chemicals, resulting in an alteration of the ability to perceive odorants. Thus airborne
hydrophobic odorants have to cross the aqueous layer of mucus covering the olfactory
epithelium before reaching the olfactory receptors, a mechanism which reflects the
evolutionary origin of this system in a marine environment. The absorption of drugs from the
nasal mucosa will hence depend on the time of contact and on the solubility of the drug in the
mucus, and also on the rate of nasal mucus clearance. However, in a study of the transport of
a series of sulfonamides into the CSF after either i.v. or intranasal administration, Sakane et
al. (1991) showed that the nasal transport promotes higher drug concentrations in the CSF in
comparison with those after i.v. administration, and that drug concentration in the CSF
increased with the lipophilicity of the drugs, as measured by their partition coefficient
between isoamyl alcohol and phosphate buffer, pH 7.4.

Nasal mucus clearance also allows the removal of foreign substances, odorants and fine
particular matter brought by the inspired air from the nasal cavity (Marttin et al., 1998). The

mean half time of clearance is about 20 min in humans (Gizurarson, 1990), but mucus



clearance may be altered by the drug administered, or by other components of the drug
formulation such as macromolecular components that increase mucus viscosity, or by
absorption enhancers (bile salts, detergents). However, even though the first step of drug
absorption by the nasal pathways involves the passage through an aqueous phase, representing
an advantage for polar drugs, experimental evidence shows that lipophilic molecules rapidly

enter both CSF and blood stream after nasal administration (Sakane et al., 1991).

o Odorant binding proteins: for a substance to have an odour, it must be volatile and a
sufficient number of molecules must reach the olfactory receptors which are covered with a
mucus layer (Max, 1992). While polar odorants' or drugs can readily dissolve in the aqueous
mucus, this is not the case for most small, hydrophobic odorants (Paysan & Breer, 2001).
Odorant-binding proteins (OBP), a sub-class of the lipocalin superfamily, are considered to
fulfil this transport role (Tegoni et al., 2000). OBP bind and solubilise hydrophobic
molecules, increasing their local concentration thus increasing the sensitivity of the olfactory
process (for a recent review, see Tegoni et al., 2000). Several other functions have been
suggested for these proteins. They may remove the odorants after message transduction, i.e.
after interaction of the molecule with an olfactory receptor on the surface of the olfactory
neuron dendrite, allowing an efficient control of the quality, intensity and discrimination of
the olfactory message produced. When these proteins are present at high concentration, they
probably have a scavenger function in binding excess of odorant molecules to prevent
saturation of the olfactory receptors (Burchell, 1991). Moreover, as OBP bind with high
affinity terpenes, aldehydes, and aromatic hydrocarbons that are potentially cytotoxic and
carcinogenic (Pevsner et al., 1990), they can protect the nasal mucosa from chemical and
oxidative injuries. Finally, a functional role in the transport of odorants to the cellular
endoplasmic reticulum for biotransformation by drug metabolising enzymes and efficient

signal termination has been suggested (Burchell, 1991).

o Nasal cavity epithelia: the main part of the nasal cavity is covered by a typical airway
epithelium, formed by epithelial cells possessing motile cilia, which are appendages extending
from their surface, but the anterior part of the nasal cavity is covered by a non-ciliated
respiratory epithelium. The olfactory epithelium containing ciliated nerve endings is found in

the posterior part of the nasal cavity, whereas the respiratory epithelium is the major lining of

' Odorants do not represent a well-defined class of molecule, as virtually all volatile lipophilic chemicals having
a molecular weight lower than 400 Da can be recognized as odorants by olfactory receptors, independently of
their chemical structure and properties.



the nasal cavity. For a detailed description of the structure of these epithelia, please see Holley
& McLeod (1977); Sarkar (1992); Morrison & Moran (1995); or Illum (2000).

- The respiratory epithelium is a pseudostratified, columnar epithelium with an
abundance of secretory cells lying on a basement membrane. It consists of three major cell
types: basal cells, columnar cells covered by microvilli and either ciliated or not, and
secretory goblet cells. It is considered the main site for drug absorption into the systemic
circulation (Illum, 2000). Intranasally delivered drugs show a rapid rise to peak blood
concentrations (Schipper et al., 1991), due to a high permeability of the nasal epithelia for
relatively large molecules (McMartin et al., 1987; Fisher et al., 1992; Huang & Donovan,
1998) and to the presence of an important microvasculature. As relatively large, water-soluble
peptides possess a significant nasal bioavailability, it has been suggested that the
transepithelial pathway for these peptides is paracellular, i.e. through intercellular juntional
zones (Bagger et al., 2001).

Absorption enhancers are frequently used to obtain a higher bioavailability of a drug with
limited nasal absorption. However, the chronic use of these preparations may promote
epithelial damage: bile salts enhance nasal permeability by removing the epithelial cells,
which constitute the major permeability barrier, rather than causing a biochemical or
physiological modification of these cells (Hersey & Jackson, 1987). On the other hand, some
disturbances of smell, such as a decreased smell threshold (hyposmia), smell distortion or
complete loss of smell sensation (anosmia) may appear as secondary effects of nasal drug
application (Henkin, 1994; Norés et al., 2000), possibly reflecting local toxicity resulting from

xenobiotic metabolism (Reed, 1993).

- the olfactory epithelium has a pseudostratified, columnar structure, and also contains
three main cell types: bipolar olfactory neurons with a bulbous, ciliated dendrite covered by
olfactory receptors that project above the epithelial surface and an axon that connects to
neurons in the olfactory bulb, sustentacular cells that have microvilli on their apical surface
and ensheath the olfactory neurons, and basal cells (Lewis & Dahl, 1995). Basal cells are stem
cells for the olfactory neurons that undergo spontaneous apoptosis, involving a renewal every
3-4 weeks (Graziadei & Monti-Graziadei, 1985; Farbman et al., 1999). The underlying lamina
propria contains mucus-secreting Bowmann’s glands and olfactory nerve fascicles that
converge on ispilateral mitral or tufted cells in the olfactory bulb. Mitral or tufted cells
possess axons that project to the amygdala, the prepyriform cortex, the enthorinal cortex, the

hippocampus and the thalamus (Jones, 2001). Therefore, olfactory neurons represent a



functional connection between the limbic and paralimbic brain and the environment, as
translocation of substances from the mucosa to the olfactory bulb along olfactory neurons,
including metals, lectins, amino acids, catecholamines, alkaloids, toxins, and viruses, has been
widely demonstrated (Margolis, 1974; Tomlinson & Esiri, 1983; Hastings & Evans, 1991;
Baker, 1995; Brittebo & Eriksson, 1995; Larsson & Tjalve, 2000; Dahlin et al., 2001; Klocker
et al., 2001). However, the transneuronal pathway only allows a slow access to the brain, as
molecules or metals reach the brain between 24h and 7 days after administration into the nasal
cavity (Hastings & Evans, 1991; Tjalves & Henriksson, 1999; Brenneman et al., 2000; van
Ginkel et al., 2000), thus does not explain the rapid appearance of some drugs such as cocaine

(Chow et al., 1999) in the CSF and brain.

. Cerebrospinal fluid: CSF is secreted at the four choroid plexi, located in the lateral
and third and fourth ventricles. Once formed, it leaves the ventricle via the foramina of
Magendie and perfuses the brain in a rostral to caudal direction. CSF is an isotonic aqueous
solution containing less than 0.5 % protein, while the concentrations of the major solutes are
practically identical to those found in the plasma, excepted for K* and Ca** (Wright, 1978).
However, its composition may subsequently change as a result of transport processes
occurring at all the membranes exposed to the CSF. After nasal administration, some
substances, such as amino acids, dyes, drugs, and solvents are rapidly transported into the
olfactory bulb, without evidence of transneuronal transport (Baker, 1995). Unfortunately, no
studies of the exact mechanism of transport are presently available. Paracellular passage,
followed by transport through the olfactory perineural space, that may be continuous with a
subarachnoid extension that surrounds the olfactory nerve as it penetrates the cribriform plate,
has been suggested (Jackson et al., 1985). Indeed, drainage of the CSF has been reported from
the cisterna magna to the olfactory bulb and through the cribriform plate into the nasal
cavities (Gomez et al., 1985; Brinker et al., 1997). By contrast, Lowhagen et al. (1994)
demonstrated CSF drainage from the nasal cavity to the olfactory bulb. Therefore, substances
may also enter the brain after paracellular passage by flushing with the CSF re-entering again

into the brain extracellular space at the cribriform plate.
3. Metabolic factors controlling the nasal entry of drugs into the brain

More or less precise dosages of drugs may be administered into the nasal cavity by

instillation, spraying, powder application, emulsions, and liposomes or microsphere



formulations (Behl et al., 1998). Therefore, this pathway of drug administration may result in
high local exposure of the nasal mucosa. On the other hand, numerous xenobiotics are present
as pollutants in the inspired air as vapours or aerosols, but also as dust or very small particles
formed during combustion of organic materials, such as diesel fuel and tobacco (Kleeman et
al., 1999). It has been shown that some of these pollutants or drugs can induce nasal lesions or
tumours in experimental animals following metabolic activation by drug metabolising
enzymes present in the nasal epithelia (Brittebo, 1993; Reed, 1993). The metabolism of drugs,
atmospheric pollutants, and other xenobiotics that can reach the nasal cavity results in the
grafting of functional groups into their molecules, a process known as phase 1 of drug
metabolism, and the subsequent conjugation with highly polar moieties (phase 2). This
process results in a decrease in toxicity and pharmacological properties of xenobiotics or
drugs, in an increase in their water solubility (Mulder, 1992), in a probable loss of odorant
characteristics (Burchell, 1991), and allows the subsequent renal or biliary excretion.
Xenobiotic metabolism is a complex process catalysed by a series of specialised enzymes. A
higher activity of these enzymes has been previously demonstrated in isolated brain
capillaries forming the blood-brain barrier and choroid plexus, as compared to the brain,
suggesting their involvement in enzymatic protection at blood-brain interfaces (Minn et al.,
1991; Ghersi-Egea et al., 1994; El-Bach4 and Minn, 1999; Minn et coll., 2000; Ghersi-Egea
and Strazielle, 2001). As some drugs can enter the brain by the nasal pathway, the nasal
epithelium also represents a brain/outside interface.

Among phase 1 enzymes, nasal cytochrome P450 (CYP)-dependent substrate
biotransformation was demonstrated 20 years ago (Brittebo, 1982; Dahl et al., 1982). CYPs
belong to a multigenic family of enzymes displaying broad substrate specificity, and
catalysing a NADPH-dependent monoxygenation of lipophilic xenobiotics or endogenous
substrates. CYPs may also dealkylate or dehalogenate chemicals. In some cases, this may
result in the formation of reactive metabolites such as epoxides that are carcinogenic, or of
reactive oxygen species, thus explaining the development of nasal toxicity or carcinogenesis
(Reed, 1993). Alternatively, some CYP isoforms and NADPH:cytochrome P450 reductase
may catalyse a reductive process possibly accompanied by the formation of oxygen reactive
species (Lagrange et al., 1994; Livertoux et al.,, 1996). Some other phase 1 enzymes
promoting nasal toxicity have been described, such as carboxylesterase, which is expressed at
high levels in the nasal mucosa, and promotes tumorigenesis by in situ hydrolysis of vinyl

acetate to acetaldehyde and acetic acid (Kuykendall et al., 1993).
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Phase 1 products are generally substrates for phase 2 enzymes. The most important family of
conjugating enzymes in mammals are UDP-glucuronosyltransferases (UGT), that catalyse the
grafting of a highly water-soluble glucose derivative, UDP-glucuronic acid, to xenobiotics
bearing a hydroxyl, N-oxide or S-oxide group. Other conjugating enzymes include epoxide
hydrolases (EH), sulfotransferases (ST) and glutathione S-transferases (GST). The inactive,
polar xenobiotic conjugates should be cleared from the cell by an active transport process,

frequently referred to as phase 3 of drug metabolism.

. olfactory mucosa’: this epithelium contains high activity (Bond et al., 1988; Gervasi et
al., 1991; Voigt et al., 1993; Brittebo, 1993; Reed, 1993) and expression (Gu et al., 1998;
Longo et al., 2000) of a series of CYP isoforms, including ubiquitous isoforms well
characterised in the liver such as CYP1A2, 2A and 2B, which metabolise aryl hydrocarbons,
2C, 2E that is the fasting-inducible isoform which metabolises ethanol, and 3A, responsible
for the metabolism of numerous drugs. CYP1Al, the isoform inducible by aryl hydrocarbons,
is not constitutively expressed, but appears after inducing treatment, suggesting the presence
of the Ah receptor in this tissue (Longo et al., 2000). Despite a relatively low enzyme
concentration, nasal CYPs display a higher activity than hepatic CYPs in the metabolism of
most of the substrates investigated (Reed, 1993). A tissue-specific, highly active isoform,
called CYP2G, has also been identified (Lazard et al., 1990; Nef et al., 1990). Accordingly,
the metabolism of a wide range of substrates has been shown, as well as numerous toxic
responses resulting from the formation of reactive metabolites from polyaromatic
hydrocarbons, phenols, semi-quinones and quinones that are present as pollutants in the
inspired air (Brittebo, 1993; Reed, 1993). Moreover, the presence and activity in rabbit
olfactory epithelium of flavin-containing monooxygenases, that also may produce reactive
metabolites, has been demonstrated (Genter et al., 1995).

NADPH-cytochrome P450 reductase is highly active in the olfactory epithelium (Reed et al.,
1986; Gervasi et al., 1991). The ratio of NADPH-cytochrome P450 reductase to CYP content
is less than 1:10 in the liver, whereas this ration is 1:2 to 1:3 in the olfactory epithelium (Reed
et al., 1986), as it is in the brain parenchyma (Ghersi-Egea et al., 1989). As the NADPH-
cytochrome P450 reductase-dependent supply of electrons represents the rate-limiting step of

CYP oxidoreductase cycle, the higher relative content of NADPH-cytochrome P450 reductase

As the respiratory mucosa allows systemic administration of drugs, whereas the olfactory mucosa is connected
to the CNS, we will only discuss here the metabolic properties of the olfactory mucosa.
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allows a more efficient catalytic activity (Sarkar, 1992). Moreover, NADPH-cytochrome
P450 reductase activity could be harmful to the nasal mucosa, since it may produce different
toxic metabolites during monoelectronic reduction of nitrocompounds, semi-quinones or
quinone derivatives that are present in airborne fine particles formed during the combustion of

different organic materials, as well as reactive oxygen species (Livertoux et al., 1996).

Bond (Bond, 1983; Bond et al. 1988) first described high EH, UGT, and GST activities in the
nasal cavity epithelium, using styrene oxide, umbelliferone that is an odorant substrate, and
styrene oxide as substrates, respectively. Most of these activities were very high, similar to
those measured in the liver, and in some cases even higher. Both soluble and microsomal EH
activities were recorded, but activity for propylene oxide could be determined only in
microsomes isolated from the olfactory epithelium (Faller et al., 2001).

The occurrence of six different GST isoenzymes able to metabolise several odorant molecules
has been demonstrated in this tissue (Ben-Arie et al., 1993; Banger et al., 1993). As is the case
for EH, both soluble and microsomal GST have been described, and the olfactory microsomal
GST displays activities that reach the same levels as the hepatic isoform (Banger et al., 1993).
The physiological role of olfactory GSTs remains unclear, but it has been suggested that they
may have a role in olfaction, by rapid cleaning of odorants to maintain acuity of olfaction
(Banger et al., 1996). They also should provide a first line of defence for the brain by limiting
axonal transport from the olfactory nerve cells, which are exposed directly to the
environment, to the olfactory bulb (Ghantous et al., 1990). The activities of both EH and GST
appear to be mainly devoted to the detoxification of reactive metabolites mainly formed by
CYP-dependent activities (Ganthous et al., 1990), but also in some cases by UGT and ST.
UGT-related activities toward different substrates have been described in the olfactory
mucosa (Bond et al., 1988), and the expression of tissue specific isoforms has been
established both in rats (Lazard et al., 1990) and humans (Jedlitschky et al., 1999). The
expression of two UGT isoforms, UGT1A6 (Gradinaru et al., 1999; Heydel et al., 2001) and
UGT2A1 (Heydel et al., 2001), which was previously identified as a tissue specific isoform,
expressed uniquely in the olfactory mucosa (Lazard et al., 1990), has been recently
demonstrated using the RT-PCR procedure. The olfactory epithelium displays efficient and
age-dependent glucuronidation activities toward a series of chemically unrelated odorants
(Leclerc et al., 2001). These activities are of the same order of magnitude as that recorded in
the liver suggesting an involvement of the conjugation activities in olfaction and termination

of the olfactory signal, but also in the metabolic transformation of odorant molecules to polar
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products, that will be extruded from the cells into the mucus by an active process. Moreover, a
significant glucuronidation of non steroidal anti-inflammatory drugs like ketoprofen has been
observed (Leclerc et al., unpublished results).

Sulfotransferases include enzymes conjugating endogenous chemicals and xenobiotics, phase
1 metabolites, or some drugs, to a sulphate group from 3’-phosphoadenosine 5’-
phosphosulphate (PAPS). At least four cytosolic STs have been identified and characterized
from human tissues, which sulfonate steroids and environmental chemicals, and are involved
in hormone homeostasis and detoxication (or activation) of chemicals (Falany, 1997). By
contrast, STs that are bound to endoplasmic reticulum sulfonate endogeﬁous molecules
involved in intracellular communication and signalling, like glycosaminoglycans and
glycoproteins. They show a considerable similarity among mammalian species, suggesting
that these enzymes constitute a supergene family (Kakuta et al., 1998). Aryl sulfotransferase
and estrogen sulfotransferase are shown to belong to a single gene family (ST1) which
consists of at least four subfamilies, whereas, based on the sequence similarity,
hydroxysteroid sulfotransferases constitute a distinct family (ST2). Exactly as for CYP and
UGT, a specific, highly active, ST isoform called mOIfST, as been identified in mouse
olfactory epithelium, as its immunopositive localisation is identical with that for odorant
receptors (Tamura et al., 1998). Mouse nasal cytosol shows high ST activities toward
phenolic aromatic odorants, but low activities for most alcoholic aromatic odorants,
suggesting the participation of multiple ST isoforms in the sulfation of odorants by mouse
nasal epithelial cells (Matsui et al., 1998). Therefore, the existence of STs active for thé
phenolic odorants in olfactory mucosa suggests, as has been proposed for UGTs, a role in

odorant perception, and in the signal termination process.

° olfactory bulb: Mammalian olfactory bulb consists of two anatomically and functional
different systems, the main and accessory olfactory bulbs®. The rat main olfactory bulb shows
a well-defined, laminated structure containing several distinct neuronal populations (Holley &
McLeod, 1977). It is the only nervous structure that displays lifelong neuron turnover, as new
interneurons are continuously provided by the subventricular zone and the rostral migratory

system (Altman, 1969). This ongoing replenishment of neurons may be necessitated by the

* Pheromones are specific odorant signatures produced by an animal, which trigger specific genetically
programmed behavioural responses related to mating and reproduction or territorial defence, but also maternal
and social behaviours in conspecific animals. These chemicals stimulate receptors in the vomeronasal organ, that
project via the accessory olfactory bulb, to medial hypothalamic nuclei (for reviews, see Dulac, 2000; Brennan,
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fact that the olfactory system is exposed to the external environment and is, therefore,
susceptible to damaging air-borne chemicals (Baker, 1995). As a consequence of the
possibility of access of drugs or chemicals to the olfactory bulb, which is a part of the CNS,
we studied the activity and expression of some of the drug-metabolising enzymes we had
previously characterized within the brain.

The olfactory bulb displays CYP activities toward resorufin derivatives, which are higher than
in the brain itself (Perrin et al., 1990), suggesting the expression of CYP1A and CYP2B
isoforms. Several CYP isoforms are constitutively expressed in the olfactory bulb, for
instance, CYP2D1 immunoreactivity and the CYP2D1 mRNA signal were detected (Norris et
al., 1996), whereas other isoforms like 2A1 and 2El, are only detectable after inducing
treatment (Warner et al., 1993). The expression of CYP1Al, the aryl hydrocarbon receptor
(AHR), and the aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) has been
demonstrated in different brain regions including olfactory bulb using semi quantitative RT-
PCR and Western blotting (Huang et al., 2000).

NADPH-cytochrome P450 reductase is also expressed in this structure (Norris et al., 1994)
but is not inducible by classical hepatic inducers (Gradinaru, unpublished results).
Sulfotransferase activity toward styrene oxide is relatively homogenous in the different
regions of the CNS, but the rat olfactory bulb displays a two-fold higher cytosolic GST
activity as compared to the cerebral cortex (Suleman, unpublished results). In the same way, a
high 1-naphthol conjugation activity was recorded in the olfactory bulb, that was 2-fold
higher than that measured in the rat cerebral cortex (Leininger et al., 1991). In accordance
with substrate conjugation assays, the expression of the UGT1AG6 isoform has been recently
demonstrated in the olfactory bulb (Gradinaru et al., 1999; Heydel et al., 2001). Curiously, the
expression of the isoform UGT2AI1, which was considered as specific for the olfactive
mucosa (Lazard et al., 1990), has also been found in the olfactory bulb, using RT-PCR and in-
situ hybridisation techniques (Heydel et al., 2001, Leclerc et al., 2001).

. Brain:

The activities of drug metabolising enzymes recorded in the brain are generally low as
compared to those in the liver or in the nasal mucosa (Minn et al.,, 1991). However,
psychotropic drugs may undergo local cerebral metabolism which could have

pharmacological and/or toxicological consequences (Voirol et al., 2000). Moreover,

2001). Pheromones will not be considered here, as they are involved in the protection and survival of animal
species, and to our knowledge, not in toxic events endangering one individual.
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microsomal and mitochondrial brain CYPs respond only weakly to classical inducers that
strongly increase both protein expression and activity in the liver (Ghersi-Egea et al., 1987,
Morse et al., 1998). As these enzymes frequently produce reactive metabolites, the low
inducibility level could be a protective mechanism against the risk of neurotoxicity resulting
from a high CYP activity. Studies on the expression of CYP isoforms in the mammal
olfactory bulb were generally carried out regarding this structure as part of the brain (Perrin et
al.,, 1990; Hannsson et al., 1990; Warner et al., 1993), therefore, practically all isoforms
described in the olfactory bulb are also expressed within the brain. A series of recent papers
and reviews describe the different CYP isoforms expressed in the CNS (Hedlund et al., 1996;
Norris et al., 1996; Strobel et al., 1997; Morse et al., 1998; Ravindranath, 1998; Dhawan et
al., 1999; Voirol et al., 2000; Rosenbrock et al., 2001).

Concerning phase 2 enzymes, their protective role has already been suggested in a previous
review (Leininger-Muller et al., 1994). Expression of the UGT1A6 isoform has been
demonstrated in the rat brain (Suleman et al., 1998; Gradinaru et al., 1999).
Immunohistochemical evidence of UGT1A6 presence in human brain has also been presented
(King et al., 1999). The same authors also showed the presence of UGT2B7 in the human
brain. UGT2AL1 is not detectable in brain tissue, with the exception of the olfactory bulb
(Heydel et al., 2001).

3. Active factors

It is generally accepted that the highly polar conjugates formed during drug metabolism,
especially glucuronides, sulfates, and GSH conjugates, cannot leave the cell where they have
been formed by diffusion alone, but require active transport. Several transport proteins are
responsible for the transfer of this broad spectrum of compounds across the cell membranes.
These proteins, which confer multidrug resistance to cells overexpressing them, are the 170
kDa P-glycoprotein (Pgp) and the 190 kDa organic anion/multidrug-resistance associated
proteins (MRP) and belong to the ATP-binding cassette (ABC) superfamily of transporter
proteins. These transporters usc the energy of ATP hydrolysis to actively transport polar
molecules across plama membranes (for a recent review, see for instance Borst et al., 1999).
To our knowledge, only one paper has presented evidence of the presence of MDRI1 and
MRPI in the human nasal respiratory mucosa (Wioland et al., 2000). No data are available
concerning the expression and the role of MDR-related transporters in the olfactory

epithelium. Similarly, no data concerning expression of organic anion transporters (OATs),
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that are very active in the choroid plexus and cerebral capillaries (Gao et al., 1999), are

presently available.

Very recently, a new vesicular amine transporter 2 (VMAT?2) that displays sequence
homology with mammalian Pgp has been described in vesicles of monoaminergic neurons
(Peter et al., 1995). VMAT?2 can detoxify cells by transporting toxins such as MPP" from the
cytosol of monoaminergic neurons into vesicles where they remain entrapped until exocytosis
(Staal et al., 2001). Nevertheless, the expression of VMAT? by olfactory epithelium and bulb,
and its functional involvement in detoxification of the monoaminergic neurons present in

these tissues, remain to be demonstrated.

4. Toxic consequences of nasal drug or chemical application

The mammalian olfactory mucosa displays very high drug metabolising enzyme activities
involved in the biotransformation of many xenobiotic compounds. These high activities are
probably essential in maintaining an efficient olfactory message coding, and in protecting the
underlying brain tissue from environmental chemical insults. However, in some instances,
phase 1 and phase 2 drug metabolism results in the formation of reactive intermediates that
are capable of covalently binding DNA, RNA an proteins, causing carcinogenic responses. If
these high activities trigger the formation of reactive metabolites, specific olfactory tissue
damage, loss of olfactory neurons, and mutagenesis may occur. Numerous examples of nasal
toxicity resulting from local metabolism of inhaled drugs or environmental xenobiotics have
been reviewed (Dahl and Hadley, 1991; Reed, 1993; Brittebo, 1993; Lewis and Dahl, 1995;
Genter et al., 1998; Green et al.,, 2001). In most cases, inhibition of the CYP isoforms
involved in bioactivation, or general inhibition of CYP-dependent activities by metyrapone,
result in a suppression of this site-dependent toxicity. However, this is not always true, as a
consequence of the overlapping activities of several CYP isoforms toward the same
substrates. For example, the deletion of the Cypla2 gene in mouse does not suppress
acetaminophen toxicity in the olfactory mucosa, due to CYP2E1, CYP2AS and the olfactory-
specific CYP2G1 high activities toward acetaminophen (Genter et al., 1998).

The high activities of CYP expressed in the nasal cavity may also promote toxicity and
degeneration of olfactory neurons due to the local metabolism of drugs administered by

classical systemic methods. For example, intraperitoneal administration of coumarin, a
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fragrant compound used as a food additive and drug for the treatment of some cancers
(Marshall et al., 1994), causes some hepatotoxicity, but also tissue-selective depletion of CYP
and cytotoxicity in the olfactory mucosa of rat and mouse (Gu et al., 1997). This effect was
attributed to the highly expressed CYP isoform metabolising coumarin in the nasal mucosa,
and to the presence of high levels of NADPH-cytochrome P450 reductase (Reed et al., 1986).
Another example concerns drugs like methimazole, that are used for the treatment of
hyperthyroidism in humans, which frequently promotes smell and taste distortions in humans
(Henkin, 1994; Nores et al., 2000). Methimazole metabolism by flavin-containing
monoxygenases (Genter et al., 1995) and CYP (Bergman & Brittebo, 1999) has been reported
to promote covalent binding of the drug to and extensive lesion of the olfactory mucosa as
well as an important increase of glial fibrillary acidic protein (GFAP), a marker of neurotoxic
insult, in the olfactory mucosa and bulb after ip administration (Bergman & Brittebo, 1999).
The toxic effect to both olfactory mucosa and bulb is completely prevented by metyrapone, an
inhibitor of CYP-related activity, suggesting that the toxicity results from a metabolic

activation of the compound to a reactive intermediate at this site.

The increase in the use of fossil fuels is responsible for the atmospheric increase of
polyaromatic hydrocarbons (PAH) from diesel engine exhaust particles. Numerous solvents
produced by chemical plants are also ejected into the enviromment. PAH are substrates for
CYP1A, and solvents for CYP2E1, which convert them to mutagenic epoxides responsible for
tumors if not efficiently detoxified by epoxide hydrolases. Moreover, chronic exposure to
engine smokes has been suspected to increase the incidence of Alzheimer’s disease (Freed &
Kandel, 1988; Ferreyra-Moyano & Barragan, 1989). In the same way, chronic occupational
exposure to solvents that are substrates for CYP2E has been suspected to be responsible for

regional neurotoxicity and dementia (Freed & Kandel, 1988).

A special interest concerns the occupational exposures to inhalation of certain metal dusts or
aerosols. Inhaled metals are often responsible for loss of olfactory acuity, atrophy of the nasal
mucosa, or sinonasal cancer (Sunderman, 2001). Anosmia and hyposmia have been observed
in workers exposed to Ni- or Cd-containing dusts in alkaline battery factories, nickel
refineries, and cadmium industries (Hastings & Evans, 1991). In animals, several metals (Cd,
Co, Hg, Mn, Ni, Zn) have been shown to pass via olfactory receptor neurons from the nasal
cavity to the olfactory bulb. Transport of the metal via olfactory axons can occur rapidly, and

the olfactory bulb can accumulate certain metals with greater avidity than other regions of the
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brain (Sunderman, 2001). This may result in definitive anosmia, and lead to chemically
induced, Parkinson’s disease-like, neurodegeneration that does not respond to L-DOPA

treatment (Hastings & Evans, 1991).

5. Concluding remarks:

The olfactory system is unique because the primary neurons of the olfactory pathway project
directly to the cerebral cortex. As a consequence, the olfactory epithelium allows the influx of
some drugs into the olfactory bulb using axonal transport, and further movement into the
CNS. The entry of drugs into the olfactory bulb is also possible probably by direct diffusion
into the surrounding CSF, allowing a very rapid appearance of some molecules, or their
metabolites, in the CNS. The distribution of drugs from the nasal membrane into the CSF
appears to be controlled by a combination of their molecular properties. However, the exact
mechanism(s) regulating the passage of drugs or xenobiotics into the brain remains obscure.
The presence of a series of highly active, or tissue-specific drug metabolising enzymes in the
olfactory mucosa serves different purposes. The first one is the protection of this sensory
system, which is of paramount importance among terrestrial mammals in food acquisition,
predator avoidance, and mating behavior. The second concerns the protection from exposure
to substances and xenobiotics, including odorant molecules. Drug metabolism, associated
with removal of odorants by mucus OBP, and replacement of damaged neurons with new
cells derived from basal cells, are involved in the life-long efficiency of olfaction. Obviously,
these activities could hamper the use of the olfactory pathway for drug delivery to the CNS.
They may also be responsible for local toxicity, resulting in olfactory deficits or anosmia, or
produce toxins that reach the brain and may produce neurotoxicity and/or neurodegeneration.
It is generally accepted that the nasal route circumvents the first-pass liver metabolism and
elimination associated with oral drug delivery. We would stress that, as already outlined by
Sarkar (1992), the high activites of drug metabolising enzymes in the nasal mucosa and in the
olfactory bulb constitute a nasal first-pass metabolism, probably modifying the
pharmacokinetic parameters of some drugs at this level. Nevertheless, this metabolism only
concerns drugs that penetrate by the transcellular pathway, either through sustentacular cells
or olfactory neurons, as drug metabolising enzymes are located inside the cells. Moreover,
despite the very high mucosal enzymes activities, their capacity appears to be relatively
limited as compared to the hepatic one, but remains sufficient to promote serious local

toxicity. Therefore, detailed studies of the metabolism by the nasal epithelia and olfactory
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bulb of the drugs that are designed for nasal delivery are needed to prevent serious side
effects, both at the nasal and CNS levels. Finally, the mechanisms involved in the loss of
olfactory function in dementing diseases —or the relations between anosmia and
neurodegeneration—, especially in the neurodegenerative Parkinson’s and Alzheimer’s

diseases (Murphy, 1999), remain to be elucidated.
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Figure 1. Possible fate of a drug administered by the nasal pathway. The passage of a
chemical into the cerebrospinal fluid or into the brain depends on numerous factors, such as
liposolubility/polarity, which will allow the dissolution in the mucus, or the binding to
specific olfactory binding proteins (OBP), or its metabolism by drug metabolising enzymatic
systems, and probably on other unknown factors.
In addition, the transport of a drug from nasal cavity to blood and to brain (or from brain to
blood) through the blood-brain barrier (BBB) or the choroid plexus may also occur.
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Table 1: Multidrug resistance barriers for the protection of the CNS at the blood-brain
barrier and choroid plexus.

Physical (passive) barriers:
Molecular weight > 600 Da
Water solubility
Binding to plasma proteins
Absence of specific transport systems
Storage in tissue lipids

Metabolic barriers (increasing drug polarity):
Phase 1 enzyme activities
(Cytochromes P450, flavin-dependent oxygenases,
monoamine oxidases, reductases, hydrolases, ...)
Phase 2 enzyme activities (conjugating enzymes)

Active barriers (ATP-dependent efflux):
P-glycoprotein (P-gp)
Multidrug resistance protein (MDR)
Organic anion transporters (OAT)
Vesicular monoamine transporter 2 (VMAT?2) (?7)
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RESUME

4

L’odorat est un sens fondamental dans le régne animal, parce qu’il sert & reconnaitre
ou détecter la nourriture, les prédateurs et les partenaires sexuels permettant la survie des
especes. Pour beaucoup d’entre elles, les odeurs permettent de communiquer efficacement et
d’interpréter 'environnement. La perception olfactive est divisée en deux é&tapes: la
reconnaissance de 1’odeur et son traitement neuronal. La premiére étape s’effectue au niveau
de I’épithélium olfactif qui tapisse les fosses nasales. L’information olfactive est ensuite
transmise sous la forme d’un signal €lectrique aux bulbes olfactifs puis & des zones
spécifiques du cerveau. La présence d’UDP-glucuronosyltransférases (UGT) a été détectée
dans la muqueuse olfactive de beeuf et de rat par Lazard et al (1990). Ces enzymes impliquées
dans la biotransformation de substances intracellulaires et dans le métabolisme des
médicaments moduleraient la concentration de molécules odorantes au niveau de 1’épithélium
olfactif et I’interaction de ces molécules avec leurs récepteurs.

Dans cette étude, nous avons caractérisé le rle des UGT dans le systéme olfactif,
Nous avons, dans un premier temps, identifié et déterminé V'expression des isoformes
UGT2A1 et UGT1AS, dans la muqueuse olfactive, les bulbes olfactifs et le cerveau, par RT-
PCR quantitative, puis nous avons localisé ces isoformes par hybridation in situ. Dans un
deuxiéme temps, les activités de glucuronoconjugaison envers de nombreux substrats
(molécules odorantes, catéchols et anti-inflammatoires non stéroidiens) ont été mises en
évidence par chromatographie sur couche mince dans ces tissus. Ces études ont été réalisées
au cours du développement, du stade post-natal au stade adulte, chez le rat. Les résultats ont
montré une glucuronoconjugaison trés supérieure dans la muqueuse olfactive par rapport aux
bulbes olfactifs et an cerveau. De plus, cette activité qui est la plus élevée de 1’organisme
suggere un rdle important de la glucuronoconjugaison dans le systéme olfactif, voie d’entrée
de nombreux xénobiotiques vers 'le systéme nerveux ceniral. Nous avons également
caractérisé la glucuronoconjugaison cérébrale, cette activité métabolique pouyant moduler la
toxicité ou Pefficacité des médicaments pénétrant dans le SNC. Nous avons donc déterminé,
sur un modéle cellulaire in vitro, la culture primaire d’astrocytes, la glucuronoconjugaison de
catéchols (neurotransmetteurs et des médicaments) et d’anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS). Nous montrons finalement que la plupart des catéchols sont glucuronoconjugués a
Pexception des neurotransmetteurs. En revanche, un faible métabolisme est détecté pour les
AINS, le kétoprofene étant le mieux conjugué. Les UGT cérébrales permettraient ainsi une
détoxification des catéchols mais ne modifieraient pas 1'efficacité des AINS.
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