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Gustation : sens essentiel

Rble déterminant dans la perception sensorielle des
aliments

Gustation résulte de multiples informations sensorielles

Stimulation des neurones olfactifs du nez, les papilles de la
langue, des récepteurs de la douleur (pour le piquant) et
aussi des capteurs mécaniques ou thermiques

Le mot « golt » designe couramment la flaveur (mélange
du go(t et de I’ odorat), le terme « gustation » ne doit

s’ appliquer au sens strict qu’ aux sensations percues par
les papilles gustatives de la langue



Gustation : genéralités
(1) Détecteurs gustatifs

Langue Papille caliciforme Bourgeon du gout

Papilles
caliciformes

Microvillosités
avec deétecteurs
gustatifs

Bourgeons

du goit Pore &

gustatif

Cellule Fibres ]
gustative nerveuses
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Papilles
filiformes

Maitrepierre, Sigoillot et Briand, Biofutur 320, avril (2011)



Gustation : geneéralités
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(2) Les 5 saveurs primaires
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(3) Une palette de saveurs et disposition des
regions les plus sensibles

La classification des gouts en cing gouUts primaires est
réductrice. Il y a d” autres saveurs qui n’ entrent pas
dans cette classification: o

- saveur astringente (airelles, the, tanins) t
- saveur de fraicheur (menthe) i\k
- saveur piquante (moutarde, piment, gingembre)

- saveurs meétalliques

- saveur grasse \',

- saveur de I’ amidon

Ncré/Umami

Idée fausse : Selon Hanig (1901), les goUts primaires sont
percus par toutes les papilles quelle que soit leur
localisation, mais la sensibilité a un goalt particulier est
plus grande dans certaines regions de la langue.



(4) Diversité des seuils de détection

Saveur Substance Seuil de perception

Sucré Saccharose 0,01 M

Salé NaCl 0,01 M

Acide HCI 0,0009 M

Umami L-Glutamate 0,0007 M

Amer Quinine 0,000008 M (strychnine 100 nM)
Substances acides Index Substances améres  Index Substances sucrées  Index Substances salées  Index
Acide chlorhydrique I Quinine | Sucrose ] NaCl ]
Acide formique 11 Brucine I |-propoxy-2-amino- NaF 2
Acide chloracétique 0,9 Strychnine 3.1 4-nitrobenzéne 5000 CaCl, 1
Acide acétyllactique 0,85 Nicotine 1,3 Saccharine 675 NaBr 04
Acide lactique 0,85 Phénylthiourée 09 Chloroforme 40 Nal 0,35
Acide tartarique 0,7 Caféine 04 Fructose 1,7 LiCl 0,4
Acide malique 0,6 Vératrine 0,2 Alanine 1,3 NH,CI 2,9
Tartrate de potassium 0,58 Pilocarpine 0,16 Glucose 0,8 KCl 0,6
Acide acérique 0,33 Atropine 0,13 Maltose 0,45
Acide citrique 0.46 Cocaine 0,02 Galactose 0,32
Acide carbonique 0,06 Morphine 0,02 Lactose 03




(5) Variabilité inter-individus

Variabilité génétique : les réponses gustatives varient selon les
individus. Par exemple, le goGt du phénylthiocarbamide

(saveur amére) n’ est pas percue par environ 35% de la
population.

Pour le saccharose, la variation inter-individuelle s’ étend sur un
facteur 10 en concentration.

Etat physiologique : I’ équilibre hormonal influe sur les seuils. Les
seuils de deétection du saccharose sont, chez la femme, abaissés,
dans la période qui précéde I’ ovulation.

Effet d’ apprentissage



Une palette de saveurs
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Découverte des récepteurs gustatifs

« Découvertes assez recentes / Récepteurs olfactifs
« Récepteur du golt amer : 2000

« Récepteurs du golt sucre : 2001

e Récepteurs a I’'umami (1998 & 2001)

» Echec des approches biochimiques

e Succes de I’approche de génetique moléculaire

« Séquencage des genomes murin et humain



Récepteurs gustatifs

Amer

T2Rs

nombre =~ 25

Lindemann, Nature 413: 219-225 (2001)

Sucré

Umami
N

Taste mGIuR4
T1R1/T1R3

1 ou 2 1

T1R2/T1R3



Récepteurs aux molécules
ameres



Diversité chimique des stimuli amers
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Les récepteurs aux molécules ameres

24 récepteurs T2Rs chez I’ étre humain (33 chez la souris)
Récepteurs divergents (21 a 90% d’ identité de séquence en acide-
amines)

Récepteurs tres sensibles

Variabilité en accord avec le diversité chimique des ligands amers

Co-expression dans les cellules gustatives => absence de discrimination
des molécules ameres

T2R exprimés dans le tractus gastro-intestinal = role dans les réflexes

vomitifs hT2R3 hT2R7 "o o Chromosome 12 (15 membreS)

hTZR65 hTZR24
hT2RE63

wT2R64 Chromosome 5 (8)

hT2R61 hT2R10

hT2R51 Chromosome 7 (1)

hT2R7S
hT2R44

hT2R67

hT2R14 hTZR4

hT2ZR13
hTZR54

Adler et al Cell 2000
hT2RS55 Matsunami et al Nature 2000
o Chandrashekar et al Cell 2000

hT2R71 hTZ2R16

hT2R1

hT2R76



Répertoires des récepteurs T2R humains

899, 6=nitrosaccharine
identiques Pronin et al., 2004

hTZRK8
6-nitrosaccharine AN L hT2ZR9
Pronin et al., 2004 hTZRE5 hTZR24
\\ hT2R63 _
hT2ZRE4 strychnine
82% hT2RG1 hT2R10 Bufe et al., 2002
identiques hT2R50
hTZ2R75 iy eyes s
denatonium hT2R44 nr2rs1’ Sensibilite PTC

- _ Kim et al., 2003
6-nitrosaccharine /hrzmﬁ?

Pronin et al., 2004

hT2R14 hT2R4
hTZR13
hTZR54
locus  NT2R1 hT2R55
6-n-propyl-2-thiouracil
(Prop) hT2R5
Adler et al, 2000 hT2R71 hT2R16
Matsunami et al., 2000 hT2ZR76

B-glucopyranosides
Bufe et al., 2002



Les récepteurs aux molecules ameres
Relation phénotype / génotype

PECERN

Test de préférence :
antibiotique amer: cycloheximide
+ cycloheximide e locus -->Cyx --> mT2R5

 Différents alléles

mT2R5

mT2R5
+ Galb

Gals

n [asler

1.04 ® Non taster _l_d_i-‘
8
0.81 / i

4
0.6 i’i

[-Goys+agonist] [+Goys+agonist] [+Goys -agonist]

Normalized response

fluorescence

Cycloheximide (uM)

Doses réponses

D’ aprés Chandrashekar et al. Cell 2000

Expression fonctionnelle
Imagerie calcique

Homme PTC polymorphisme Kim et al. Science 2003



Récepteurs aux molécules
SUCrees



Récepteur au gout sucre

Lobe 1 Lobe 1
DNT
~ 550 a.a.
Lobe 2
DRC
= ~ 60 a.a.
| | DM
«— =260 a.a.

T1R2 T1R3

Montmayeur et al., Nature Neuroscience 4: 492-498 (2001)
Nelson et al., Cell 106: 381-86 (2001)

Zhao et al., Cell 115: 293-301 (2003) G F) C R d CI C
Damak et al., Science 301: 850-3 (2003) e aSS



Stimuli sucrés divers

acides aminés
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Les récepteurs aux molecules
(1) Fonctionnalité de T1R2/T1R3 humain
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Activation :
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Absence d’ activation :
e L-Tryp = golt amer
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Li et al. PNAS 2002
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Les récepteurs aux moléecules sucrees
(2) Difféerences T1R2/T1R3 Homme/rat

Human Rat
T1Rs Homme/rat = 75% e
d’ identité e

Galactosn
Gluzasn
Saccharin
Sucralose
Suorose

Sucrose Aspartame Neotame Cyclamate S
oPBS pI'I-I.!

htlam
H“man . - . .
Giludsmabe
a 150 30 450 0 100 200 300
Rat Sucrose + +
Lactisole - +
Isoproterenc| 2 =

Absence d’ activation des T1R2/T1R3 Human
de rat par: —

I'IIHUI1IIﬂ'|
Ty il G s
D st e iueni

q,ﬁ.nlnq.

Aspartame, Cyclamate, Neotame, Thaumatine et

Li et al. PNAS 2002 Lactisole # inhibiteur de T1R2/T1R3 de rat



Les récepteurs aux molecules sucrees
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Xu et al. PNAS 2004



Indifférence des chats au sucreé

Chat domestique : absence d’ attractivité pour les composés sucrés et
les édulcorants # omnivores (porc) ou d’ autres carnivores (chien)

Le chat est capable de détecter les acides aminés, |” acide, le salé ou
| amer = autres perceptions gustatives normales

Etudes des bases moléculaires pour cette absence de deétection:

T1R2 ==> pseudogene pas exprime

E1 E2 E3 - E4*%%* ES E&* * *
b. 5 {184) {298) {453) (73) (210) (123) (924) 3

.4’ W N/_i
Cat Tas?r2 polyA

" 12 13 14 15

Wy = —

Perte évolutive car animal exclusivement carnivore

Pseudogénisation observeée aussi chez le tigre
et le guépard

N g = —

Li et al. PloS Genetics (2005) 1(1):e3






Les récepteurs aux acides amineés

T1R1/T1R3 : récepteurs aux acides aminés

Homme Souris
L-Glutamate (mM) 160 T1R143
T mm Tastant
5120 — + 2.5 mM IMP
-E — ribonucléotide g .
= el 7 ; IMP et glutamate H H
v e _' , ; o MIMIRImIm BN ﬂiﬁj .........
TR LB FESEFEPT LS LSILIE EIEFESFHELE
Nelson et al. Nature 2002
Eey——— ¥
5“‘1:";:; O - IMP , 5

Mpuitame O + IMP Autre recepteur au glutamate-
Baccharin >

o-Asp §_ BO |

:—g::n g i % mGIUR4 = forme

Gly b g : j > tronquée du récepteur

L-His = 40T —_— —_— s .

vlau E _— metabotropique du

LALys 5

oo " g 11111 QI 11T1TH cerveau

L-5ar p : 0.4

. L-Glutamate (mM)

a 0 100 Brain mGIuR4  Taste mGIuR4
Responding cells
Li et al. PNAS 2002 Chaudhary et al. Nature neurosci 2000




Les récepteurs gustatifs

acide umami

PKD2L1
canaux ioniques recepteurs couple_s aux proteines G
/ domaines TM

famille T1R2/ T1R1/
~25 T2R

sl L D W ol {131 D | | bbb sl 141 s

hétérodimeres




Principaux objectifs

1- Identifier les sites de liaison du récepteur pour les molécules
sucreées et les édulcorants et comprendre les determinants
steréochimiques de leur saveur,

2- comprendre a un niveau moléculaire les phénomenes de
synergie, et les effets d’ antagonismes impliqués dans | activation
du recepteur humain,

3- comprendre les relations structure—activité des molécules sapides,
identifier et concevoir de nouveaux édulcorants a I’ aide du criblage
virtuel,

4- comprendre les variations inter-individuelles.



Biochemical study of
T1R NTD proteins

gjﬂ%@[@ﬁ i

T1R2 T1R3

Nie et al., Cur Biol (2006)



Biochemical study of
T1R-NTD proteins

Sucralose Sucralose

Glucose ™\ A .~ Glucose
Sucrose Sucrose
SDS-PAGE
Cys Cys Koa 0 Injmuzle .3 . 0. 150;%'?3 hours
WEE’ BETEST :1:3“: -
T1R2 T1R3 -TTEEy
MT1R2 and mT1R3 Expression in E. coli as

Nie et al., Cur Biol (2006) Inclusion bodies



kDa

97.4
66.2

45
31

21.5

14.4

hT1R3-NTD refolding

Expression in E. coli from pET28-T1R3

y !
Inclusion bodies preparation SDS-PAGE
<« ! .
. (optional) : . T
6M GuCl solubilization | ————— | Preparative Ni purification
! |
Concentration to 20 mg/mL
|
Folding screen
y

Protein analysis:
Trp Intrinsic fluorescence
Sucralose binding properties

Relative fluorescence (%)

100 < 1 N > 3 4
g . f\
100 — 5 6 7 8
50 —
0 T ——— e |
- 9 10 11 12
50 — _
-, e, //*—\\ pe——
Ll 13 14 15 16
50 —
/‘“\h | o

Ll i | —t— +—

e & 83 & 88 B %8 & §

* Purification of inclusion bodies

» Refolding using a factorial screen

Wavelength (nm)

Maitrepierre et al. soumise
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Human T1R3-NTD is functional

kDa Gel filtration e
o
£
97.4 € 16 Vo 150 66 29 kDa T 1049
66.2 = Yo £
e o %]
45 & 124 > 5-
@ i
o ™
31 g ° £ 9
£ * 5
o a4 E -5 -
21.5 4 £
0 1 @ -10 . v v v r .
14.4 0 it i 3D 185 200 215 230 245 260
Wavelength
Elution volume (mL) . .ave U .(nm) )
SDS-PAGE Dichroisme circulaire
3
B c
~— 1001 8 <) L
52 + sucralose 0 S
- Q 984
Z S5
% 50 g T 944
0 £ £
= = 92+
5L [<}]
& m L] L] L] L] 1
0 10 20 30 40 50

3%0
Wavelength (nm)

Kd=2.0%0.2mM R
Trp fluorescence assay
Maitrepierre et al. soumise

[Sucralose] mM



hT1R3-NTD binds saccharin

A
Sucralose

Kd=1.2%*02mM

B

Saccharin

Kd=319+£55mM

0.00 001 002 0.03 0.04 005

Fluorescence intensity variation (%)

0
0.00

0.05 0.10 0.15

Ligand concentration (M)

Environmentally
sensitive
fluorophore

probe
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Brazzeln

e Small soluble protein (6,5 kDa)
from African plant Pentadiplandra
brazzeana

e 500 sweeter than a 10%
sucrose solution

e pH- and thermo- stability

e Sweet taste very close to that
of sucrose

e Application in food industry

From Hellekant and Danilova,
Chem. Senses (2005)



3D Structure and
structure — function relationships

e Compact 3D-structure
e Four disulphide bonds
e One short alpha helix and
three strands of antiparallel B sheets
e Refold different to that of other sweet

proteins

e Structure- function studies :
importance of N- and C- terminal
ends and charged AA on the surface

Hellekant and Danilova, Chem. senses (2005) Caldwel et al., Nat Struc Biol (1998)



Secretion of brazzein by P. pastoris

pPIC9-bra-wt

kDa 1 2 3 4 5 6 days
144 __
65 —
14 __
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6.5 — -
14
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Brazzein activates T1R2/T1R3 receptor

mock hT1R2/3
+ brazzein + brazzein /
Collab. W. Meyerhoff
pyrE-bra 1-bra des-pyrE-bra 06
ﬁ 0.5
hT1R2/3 N J\_ “f\~01091L 0.4 compound | ECs (g/L)
TS e e 0.03 g/L w 03 ¥ pyrE-brazzein 0.055 £+ 0.006
N N 0.00g/L S 02 & Q1-brazzein 0.066 + 0.011
mock 0.1 ® des-pyrE-brazzein | 0.061 + 0.005
e 2T T i et 0.001 0.01 0.1 1 brazzein (g/L)
1 0 0
Calcium imaging - calcium traces Calcium imaging - concentration responses

Confirmed by sensory analysis ANR



Conclusion

« Enjeux socio-economiques en matiere de
nutrition et de santé humaine (diabéete et obésité)

* Enjeux au niveau de |" agroalimentaire :
développement de nouveaux edulcorants et des
d’ exhausteurs de go(t

e Variabilité inter-individuelle importante =
géenotypage possible






