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Résumé : La saveur ameére permet aux mammiferes d’éviter [’ingestion d’aliments poten-
tiellement contaminés par des substances ameéres toxiques fréequemment retrouvées dans
notre environnement. La détection de ces molécules aux structures chimiques diverses est
réalisée par une famille de récepteurs appelés TAS2R. L’étre humain est pourvu de 25
TAS2R aux spectres de reconnaissance plus ou moins larges pour détecter un grand nombre
de molécules ameres. Des tests fonctionnels in vitro ont été développés afin de détermi-
ner le profil d’activation des TAS2R humains. De nombreuses molécules, d’origines natu-
relles ou synthétiques ont pu étre identifiées comme capable d’activer ces TASZ2R. Ces
tests fonctionnels ont également permis la découverte d’inhibiteurs d’amertume, agissant
de maniere compétitive et non compétitive sur un ou plusieurs TASZ2R. Bien que parta-
geant des mécanismes de traitement du signal avec les récepteurs a la saveur sucrée et
umami, les TAS2R ne possedent qu’un site de liaison dont la localisation varie. Ces TAS2R
ont étée identifiés dans la cavite buccale, plus précisément a la surface des cellules récep-
trices du golt contenues dans les bourgeons gustatifs. Des TAS2R ont également été de-
couverts dans différents tissus et organes extra-buccaux, tels que le tractus gastro-intes-
tinal, suggérant que leur réle ne se limite pas a la perception sensorielle. Une variabilité
génétique prononcée a été observée pour les genes codant les 25 TAS2R humains, a [’ori-

gine de différences de sensibilité interindividuelles vis-a-vis de certains composés amers.

Mots clés : alimentation, amertume, composé amer, golit, récepteur gustatif, TAS2R.
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Abstract : The bitter taste prevents mammals from ingesting potentially contaminated
food with toxic bitter substances, frequently encountered in our environment. Detection
of these molecules which are chemically diverse is mediated by a family of receptors cal-
led TAS2R. Human beings are equipped with 25 either broadly or narrowly tuned TASZRs
to detect a multitude of bitter compounds. In vitro functional assays have been developed
to determine the binding profile of human TAS2Rs. Several molecules of natural or syn-
thetic origin have been identified as agonists of these TASZ2Rs. These functional assays
also revealed bitter blockers, acting competitively or non-competitively on one or more
TAS2Rs. Although sharing common signal transduction mechanisms with sweet and umami
taste receptors, TAS2Rs have only one binding site whose location differs. These TAS2Rs
have been identified in the buccal cavity, more precisely on the surface of taste receptor
cells contained in the taste buds. TASZRs have also been found in various extra oral tis-
sues and organs, such as the gastrointestinal tract, suggesting that their role is not limi-
ted to sensory perception. A sharp genetic variability has been observed for the genes en-
coding human TAS2Rs, causing human sensitivity differences with regard to certain bitter
compounds.

Key words : bitter compound, bitterness, food, taste, taste receptor, TASZR.

I- Introduction

L’ingestion de nourriture est vitale pour la survie de ’Homme et permet d’apporter principale-
ment une quantité suffisante d’énergie (chaines carbonées) pour assurer le bon fonctionnement
physiologique de son organisme. Doté de cing sens, ’étre humain est capable d’identifier, sélec-
tionner et ingérer des sources de nourritures variées. L’un d’eux, le godt, joue un role majeur
dans Uorientation des comportements alimentaires et permet de détecter des aliments riches
en macronutriments, en électrolytes et pauvres en composés potentiellement toxiques. Il est
généralement accepté que la perception gustative est limitée a cinq saveurs fondamentales.
Chacune de ces saveurs posséde un role physiologique précis. Les saveurs acide et salée ren-
seignent respectivement sur le degré de maturation des fruits et la présence de sels minéraux
indispensables au maintien de notre équilibre électrolytique (Lindemann 1996). Les golts sucré
et umami (délicieux en japonais, saveur du L-glutamate) indiquent la présence d’une nourriture
riche en énergie et en protéines, respectivement. L’amertume est un indicateur d’une poten-
tielle toxicité et/ou d’une éventuelle contamination bactérienne (Lindemann 1996). Cette mo-
dalité gustative s’apparente donc a un mécanisme de défense, évitant ainsi a l’organisme de
s’empoisonner par l’ingestion d’aliments toxiques. Depuis ’identification il y a une vingtaine
d’année des récepteurs a l"amertume, la compréhension des mécanismes de détection en
bouche des molécules ameres a énormément progressé. Avec l’essor des tests cellulaires, des
études basées sur l’expression in vitro des différents récepteurs gustatifs ont permis de réaliser
des avancées majeures dans la compréhension des mécanismes biochimiques et moléculaires a
’origine de la perception de la saveur amere.
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Cette synthése fournit une vue d’ensemble du systéme gustatif humain. L’organisation anato-
mique des structures impliquées dans la détection de molécules gustatives sera présentée. L’ac-
cent sera porté sur une modalité gustative particuliere, ’amertume. Les molécules ameres sont
présentes en grand nombre dans notre environnement. Leurs principales classes seront décrites,
tout comme les récepteurs gustatifs a [’origine de la détection de ’amertume. L’impact du po-
lymorphisme génétique des récepteurs a ’amertume sur les perceptions sensorielles sera pré-
senté. Ces récepteurs ont également été mis en évidence dans de nombreux tissus et organes en
dehors de la bouche. Bien que le role de ces récepteurs extrabuccaux reste largement méconnu,
certaines de leurs fonctions potentielles seront discutées.

lI- Les molécules ameéres

1- Variété chimique des molécules ameéres

De nombreuses familles chimiques contiennent un nombre plus ou moins important de molécules
ameres. Parmi ces familles, on peut citer des lactones, des flavonoides, des pyranosides, des
terpénes, des esters, des amides, des flavonoles, des alcaloides, des glucosides mais également
des acides aminés, des lipides et des minéraux (Laffitte et al. 2016) (Figure 1). Ces molécules
sont fréquemment observées dans ’alimentation humaine. Les flavanones et les flavonoles sont
respectivement présents dans le pamplemousse (narginine) et dans certains fruits immatures
(quercitine) (Bravo 1998). Sur la totalité des molécules ameéres présentes dans l'alimentation
humaine, la famille des alcaloides en renferme le plus grand nombre. De la théobromine trou-
vée dans le chocolat et le thé, a la caféine présente en abondance dans le café, les alcaloides
contribuent a I’amertume de bon nombre de denrées alimentaires. Extraite de ’écorce d’un
arbre appelé quinquina, la quinine est présente dans certaines boissons gazeuses. Cette molé-
cule est également utilisée comme composé de référence pour l’amertume lors d’analyses sen-
sorielles descriptives. Certains composés odorants peuvent également générer une saveur
amere, tels que le menthol ou le limonene! (Kataoka et al. 2008).

De nombreux sels minéraux comme le chlorure de potassium, le chlorure de magnésium et le
chlorure de calcium, mais également le sulfate de cuivre, le sulfate de manganése ou encore le
sulfate de fer, sont caractérisés par une amertume prononcée (Delompré et al. 2019). Certains
de ces sels de minéraux, notamment le chlorure de calcium, sont couramment utilisés comme
stabilisants ou épaississants dans les processus de fabrication de diverses denrées alimentaires
(Laffitte et al. 2016). Le sulfate de cuivre ou de manganese, peuvent étre incorporés dans cer-
taines préparations pharmaceutiques pour pallier une carence avérée. Quelques-uns de ces
composés amers sont présents en grande quantité dans certains végétaux tels que les épinards,
contribuant ainsi a ’amertume de certains aliments.

Certains acides aminés de la série D et/ou L ont également une saveur amere (Delompré et al.
2019). Pendant de nombreuses années, il a été admis que les acides aminés de la série D étaient

1 Composé odorant retrouvé en grande quantité dans le citron.
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Figure 1 : Présentation des diverses classes chimiques de molécules ameéres et
leur origine (naturelle ou synthétique).

caractérisés par une saveur sucrée, tandis que les acides aminés de la série L étaient décrits
comme amers. Cette vision simpliste et réductrice n’est plus d’actualité (Schiffman et Dackis
1975 ; Schiffman et al. 1981). En effet, ’amertume des acides aminés semble principalement
liée a leur niveau d’hydrophobicité. C’est ainsi que les acides aminés au golt amer le plus pro-
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noncé possedent une chaine latérale hydrophobe, tels que la L-leucine, la L-isoleucine ou la L-
valine. La contribution des acides aminés libres a l'amertume de la nourriture n’est plus a dé-
montrer. Dans le pain au blé entier, le L-tryptophane est l’'un des composés a |’origine de la plus
forte intensité d'amertume (Jiang et Peterson 2013). D’autre part, la modification chimique des
acides aminés au cours du procédé de fabrication peut provoquer une altération des qualités
gustatives de ’aliment. De nombreux exemples de peptides amers générés lors du processus de
transformation des aliments ont été rapportés dans la littérature scientifique. Certains peptides
sont connus pour générer de l'amertume notamment dans la sauce de soja, le fromage ou le
saké (Maehashi et Huang 2009). De méme, un peptide initialement non-amer peut acquérir une
saveur amere aprées hydrolyse. Pour ne citer qu’un exemple, la glycinine 11S protéine de la
graine de soja est scindée en deux peptides amers par la trypsine? (Kim, Kawamura et al. 2003).

De maniere assez surprenante, certains acides gras libres tels que les acides stéarique, oléique,
linoléique et linolénique, sont percus comme amers par U’étre humain. L’amertume de ces
acides gras peut expliquer en partie |’amertume percue dans certains produits alimentaires. Par
exemple, "acide linoléique contribue au go(it amer des graines de pavot (Grosch et Laskawy
1984). D’autre part, la transformation des lipides lors du processus de fabrication de denrées
alimentaires peut aussi étre a l'origine de composés amers. Ainsi, la lécithine de soja présente
un goUt amer apres hydrolyse, tout comme certains lipides initialement sans qualité gustative
particuliere (Refsgaard et al. 2000).

De nombreux édulcorants intenses, d’origine naturelle ou synthétique, peuvent générer une
amertume qui va étre a l'origine d’un arriere-golt désagréable. Parmi ces édulcorants, nous
pouvons citer la saccharine, l’acésulfame ou encore le sucralose, largement utilisés par l’indus-
trie agroalimentaire (Horne et al. 2002 ; Kuhn et al. 2004). La sensibilité a cette amertume dif-
fere d’un individu a Uautre et a été corrélée au polymorphisme de certains détecteurs de
’amer (Bartoshuk 1979). Il est également intéressant de noter que certains édulcorants naturels

tels que les protéines sucrées comme la brazzéine ne présentent aucune amertume (Poirier et
al. 2012).

2- Origine des molécules ameres

Les nombreuses molécules ameéres trouvées dans ’alimentation humaine sont issues pour une
majeure partie d’entre elles du regne végétal (Figure 2). De nombreux végétaux tels que les en-
dives, les brocolis et autres cruciféres, les artichauts ou certaines préparations a base de
plantes (café, thé, chicorée, liqueurs a bases de plantes) ont une saveur amere. Les molécules
ameres jouent un role important dans les mécanismes de défense des végétaux face a leurs pré-
dateurs naturels (insectes, parasites, herbivores). Certaines de ces molécules ont donc pour ob-
jectif premier d’altérer les qualités gustatives des parties comestibles des plantes pour en assu-
rer la survie.

2 Enzyme présente dans le suc pancréatique et participant a la digestion des protéines.
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Figure 2 : Composés amers présents dans notre alimentation. Leur structure
chimique, leur origine alimentaire ainsi que leur seuil de détection gustatif
sont indiqués.

L’utilisation de microorganismes dans les procédés de fabrication de denrées alimentaires est a
’origine de diverses molécules ameéres au fort pouvoir aversif. Différentes bactéries utilisées en
agroalimentaire sont connues pour générer des composés amers lors du processus de fabrication
de produits fermentés comme la biere, le vin, mais également le fromage (Hagedorn et Ka-
phammer 1994). Dans le cas de certains fromages, elle est initiée par ’activité protéolytique
d’une bactérie, Lactococcus lactis (Broadbent et al. 2002). L’amertume peut également résulter,
mais dans une moindre mesure, de la production de molécules ameres lors de réactions chi-
miques intervenant dans le traitement des aliments avant leur commercialisation. Par exemple,
un composé amer, le 1-oxo0-2,3-dihydro-1H-indolizinium-6-olates est généré lors de la réaction
de Maillard (réaction thermique) entre le xylose, le rhamnose et la L-alanine (Frank et al. 2003).
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Par ailleurs, un stockage au froid prolongé de certaines denrées alimentaires (I’huile de lin par
exemple) peut étre source d’amertume, principalement liée a la formation d’un peptide oxydé
(Bruhl et al. 2007).

Actuellement, aucune relation entre la structure d’un composé et son amertume n’a pu étre
établie. Cependant, en se basant sur la structure chimique d’une molécule donnée, il est dans
certains cas possible de prédire son potentiel amer par analogie avec la structure d’une molé-
cule amere connue.

Il est communément admis que les composés amers provoquent une réponse aversive pour la
plupart des especes, permettant ainsi d’éviter l’ingestion de molécules toxiques pour l’orga-
nisme. Cependant, la relation entre toxicité et amertume est beaucoup plus complexe que le
paradigme énoncé précédemment. En effet, en ce qui concerne notre espece, toutes les toxines
ne sont pas ameres et, inversement, tous les composés amers ne sont pas toxiques. Aucune
étude n’a permis de mettre en évidence une corrélation entre le seuil de détection de ces mo-
lécules ameres et leur niveau de toxicité (Drewnowski et Gomez-Carneros 2000). A contrario, de
nombreuses molécules ameres présentes dans la nourriture que nous ingérons quotidiennement
peuvent avoir des effets bénéfiques pour la santé, comme la protection contre certaines formes
de cancers. Pour ne citer qu’un exemple, deux molécules présentes dans certains cruciferes, les
isothiocyanates de phénéthyle et de benzyle, ont montré une activité inhibitrice de la carcino-
genése (Hecht 2000).

lll- Physiologie du got

Les sensations gustatives sont percues via l’activation de détecteurs gustatifs qui sont présents
dans les bourgeons du golt au niveau des papilles gustatives situées sur la langue. On trouve
aussi des bourgeons du godt sur le voile du palais, ’épiglotte, le pharynx et le larynx. Ces pa-
pilles gustatives sont classées en fonction de leur morphologie. On distingue les papilles calici-
formes (en arriere et formant le V lingual), foliées (en arriere sur les cotés), fongiformes (épar-
pillées a la surface de la langue) et filiformes (tapissant la face dorsale de la langue) (Chaudhari
et Roper 2010) (Figure 3.B). Leur nombre au sein de la cavité buccale, notamment sur la langue,
est variable. On dénombre par exemple, entre 22 et 73 papilles fongiformes par cm? contre 8 a
12 papilles caliciformes. Seules les papilles gustatives caliciformes, foliées et fongiformes
contiennent des amas cellulaires sphériques appelés bourgeons gustatifs, en nombre plus ou
moins élevé (Roper 2013). Les papilles filiformes sont quant a elles impliquées dans la percep-
tion des sensations tactiles (Chaudhari et Roper 2010).

L’étre humain possede approximativement 5000 bourgeons gustatifs. Chacun de ces bourgeons
est constitué d’une centaine de cellules réceptrices gustatives et d’un pore gustatif qui dé-
bouche dans la cavité buccale (Figure 3.C). Ce pore gustatif est en contact direct avec la salive

et permet ’entrée des molécules sapides dans les bourgeons gustatifs. Les cellules réceptrices
appartiennent a la famille des cellules neuro-épithéliales (Breslin et Huang 2006). De forme al-

longée, elles possédent la capacité de se renouveler rapidement (dix jours environ).
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Figure 3 : Anatomie et physiologie du systéme gustatif.
La détection gustative est initiée par I’activation d’un récepteur gustatif présent dans la
membrane plasmique des cellules réceptrices gustatives. Ces cellules réceptrices sont
présentes dans les bourgeons gustatifs (C) situés dans les papilles gustatives, notam-
ment au niveau de la langue (B). Cette activation aboutit a la libération d’'un neuro-
transmetteur par les cellules réceptrices (D) qui active les fibres nerveuses afférentes.
Le signal est transmis au cerveau via les différents nerfs gustatifs craniens (A).

On distingue quatre types cellulaires dans les bourgeons gustatifs (Chaudhari et Roper 2010)
(Figure 3.D). Les cellules gliales ou de type |, aussi appelées cellules sombres, sont les plus
abondantes (50% du total des cellules). Elles assurent le maintien de I’homéostasie3 au sein du
bourgeon gustatif. Les cellules réceptrices (ou de type 2), aussi appelées cellules claires, sont
impliquées dans la détection des molécules umami, sucrées et ameres. Au niveau cytoplas-
mique, ces cellules renferment l’ensemble des acteurs moléculaires nécessaires a la détection
et a la propagation de l’information sensorielle. Les cellules présynaptiques (ou de type lll),
communément appelées cellules intermédiaires, sont impliquées dans la détection de la saveur
acide (Breslin et Huang 2006). Les cellules basales ou de type IV sont des cellules de forme

ovoide, peu différenciées, permettant le renouvellement des différents types cellulaires décrits
précédemment.

3 Capacité d’un systeme a maintenir I'équilibre de son milieu intérieur, quelles que soient les contraintes
extérieures.
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Une fois stimulées par une molécule sapide, les cellules gustatives transmettent ’information
sensorielle au systéeme nerveux central par l'intermédiaire de différents nerfs gustatifs (Figure
3.A). En effet, les informations gustatives sont collectées par les branches périphériques de
trois nerfs craniens. La corde du tympan, qui n’est autre que la branche gustative du nerf facial,
innerve les papilles gustatives fongiformes situées sur les deux tiers antérieurs de la langue. Le
nerf glosso-pharyngien innerve quant a lui les papilles gustatives fongiformes et foliées pré-
sentes sur le tiers postérieur de la langue (en arriére du V lingual). Enfin, le nerf laryngé supé-
rieur, une branche du nerf vague (nerf X), innerve le pharynx et le larynx.

IV- Les récepteurs au golat amer

1- Les différents systemes de détection du gout

Comme décrit précédemment, les cellules réceptrices gustatives permettent la reconnaissance
des différentes saveurs par l’intermédiaire des détecteurs gustatifs présents dans leur mem-
brane plasmique. Ces détecteurs gustatifs peuvent étre regroupés en deux classes : les canaux
ioniques et les récepteurs métabotropiques. Les molécules salées et acides sont respectivement
détectées par des canaux sodiques épithéliaux sensibles a l’amiloride (ENaC)(Lindemann 1996 ;
Stahler et al. 2008) et des canaux Otopetrine1 (Otop1) (Zhang, Jin et al. 2019).
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CH;’/N \( <
o o o Na*
\l/ Récepteur a 0000
'amer 010 o
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D000 000000000000 O
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Figure 4 : Représentation schématique de la voie de transduction
d’un récepteur métabotropique.

DAG = diacylglycérol; Ga = sous-unité a de la protéine G; GBy = sous unités B et y de

la protéine G; IP3R3 = récepteur a l’inositoltriphosphate; PIP, = phosphatidylinositol

4,5-biphosphate; IP; = inositoltriphosphate; PLCB2 = phospholipase C 82; TRPM5 = ca-

naux ionique membranaire perméable au Na®.
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Figure 5 : La famille des récepteurs gustatifs a I'amer (TAS2R).

Dendrogramme des 25 récepteurs a I'amer (TAS2R) incluant un agoniste pour chacun
d’entre eux ainsi que la valeur d’ECso (mM). La valeur ECso correspond a la concentration
nécessaire en molécule amere pour provoquer la moitié de l'activation du récepteur. Les
spectres d’activation de chacun des 25 récepteurs TAS2R est indiquée par la taille des
cercles associées. Les récepteurs orphelins sont indiqués par la présence d’un cercle blanc.
Le profil de détection des récepteurs TAS2R16 et TAS2R38, qui répondent a des classes
particulieres de composés chimiques, est indiqué par un cercle vert.

Les récepteurs métabotropiques sont quant a eux impliqués dans la détection des molécules su-
crées, umami et ameres. Ils sont formés de ’assemblage d’un récepteur et d’une protéine G*
(récepteurs couplés aux protéines G, ou RCPG) (Behrens et Meyerhof 2011). Les RCPG sont des
protéines membranaires partageant des caractéristiques structurales et des mécanismes com-

4Protéine qui permet le transfert d’information a l'intérieur de la cellule.
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muns de transduction du signal> (Figure 4) (Behrens et al. 2016). La liaison d’une molécule sa-
pide a un ou plusieurs de ces récepteurs provoque la dissociation de la sous-unité Ga spécifique
des cellules gustatives (a-gusducine) du complexe formé par les sous-unités GBy de la protéine
G hétéro-trimérique. Ce complexe GBy interagit alors avec la phospholipase C-82 (PLC-B2) et
aboutit a la formation d’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) (Rossler 1998). Cette augmentation
d’IP3 engendre U'ouverture de canaux calciques au niveau du réticulum endoplasmique et par
conséquent, une libération de calcium dans le milieu intracellulaire (Simon et al. 2006). L’aug-
mentation des concentrations de calcium intracellulaire aboutit a "ouverture de canaux so-
diques (TRPM5) et a un afflux de sodium a Uorigine de la dépolarisation membranaire des cel-
lules gustatives (Huang et al. 2007).

2- Vingt-cinqg récepteurs a l’amertume chez [’étre humain

Les especes de vertébrés possedent un nombre tres variable de genes fonctionnels codant les
récepteurs a ’amertume. Ces récepteurs sont appelés TAS2R (taste receptor type 2) (Chandra-
shekar et al. 2000). Le faible nombre de genes codant les TAS2R dans certaines especes est le
reflet d’un régime alimentaire particulier, dépourvu de toxines, ou d’une grande capacité de
détoxication. C’est le cas par exemple du chat, animal carnivore strict qui possede 6 TAS2R (Lei
et al. 2015). A inverse, un grand nombre de génes TAS2R permet a ’espéce d’éviter |’ingestion
de toxines, déléteres pour l’organisme, et favoriser ainsi un régime alimentaire plus diversifié.
Le génome humain code 25 récepteurs TAS2R fonctionnels, présents sur trois chromosomes dis-
tincts (5, 7 et 12) (Matsunami et al. 2000). Ce sont des glycoprotéines membranaires possédant
la capacité de s’oligomériser, pour former des homo et/ou hétéro-oligomeres. D’une longueur
pouvant aller de 291 a 334 acides aminés, les récepteurs TAS2R appartiennent a la famille des
RCPG de classe A. Comme ’ensemble des RCPG de classe A, les récepteurs TAS2R possedent sept
domaines transmembranaires, trois boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires, ain-
si que des domaines N- et C-terminaux de petite taille (Meyerhof 2005).

3- Profil de liaison des 25 récepteurs TAS2R

L’utilisation de tests cellulaires in vitro a permis de révéler le profil de liaison de la majorité
des TAS2R. Au cours d’un criblage réalisé sur les 25 TAS2R humains avec plus d’une centaine de
molécules, naturelles ou synthétiques, il a été démontré que les profils d’activation différent en
fonction du TAS2R considéré (Meyerhof et al. 2010) (figure 5). Quelques récepteurs possedent un
spectre de détection large et sont qualifiés de TAS2R généralistes (récepteurs TAS2R10, -R14 et -
R46). Ils sont capables de détecter a eux seuls, plus de la moitié des composés testés. De nom-
breux récepteurs aux spectres de détection étroits, appelés récepteurs spécialistes, ont été
identifiés (TAS2R3, -R5, -R8, -R13, -R20 et R50), tout comme de multiples récepteurs qualifiés
d’intermédiaires (TAS2R1, -R4, -R7, -R9, -R39, -R40, -R43, -R31 et -R30) aux spectres de détec-
tion plus ou moins larges ou étroits. Deux autres récepteurs, TAS2R16 et TAS2R38, ont été iden-
tifiés comme étant impliqués dans la détection de classes de composés aux caractéristiques
chimiques communes. Alors que TAS2R16 est activé par les B-glucopyranosides, TAS2R38 recon-
nait le motif N-C=S des isothiocyanates. Bien que ces récepteurs se comportent comme des

5 Mécanisme par lequel une cellule répond a I'information qu’elle recoit.
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Test cellulaire utilisé pour étudier le réecepteurs TAS2R

Les tests cellulaires réali-
sés in vitro avec des cel-
lules HEK293T-Ga16-
Gust44 ont permis de me-
surer les interactions mo-
. N MM lecules-récepteurs dans
pusmiad --> H0—Co) OB o SSNERM-Y des conditions proches de
: & : AL Al [cur environnement physio-
logique. Cette lignée cellu-
laire, issue d’un rein hu-
main, exprime une protéine
Ga chimere contenant les
D TRAITEMENT DES DONNEES [t eCoRE N OR 5
naux de la protéine Ga
gustducine, principale pro-
téine G mise en évidence
dans les cellules gusta-
tives. Ces cellules sont
cultivées dans des boites
de culture cellulaire pen-
iesndlemmall dant 3-4 jours, a 37°C
sous atmospheére controlée
(6,7% COz), dans un milieu nutritif supplémenté en glucose et en antibiotiques. Pour effectuer le
test cellulaire, les cellules sont ensemencées dans des microplaques noires de 96 puits a raison
de 35 000 cellules/puit dans un volume de 100uL/puit. Apres 24h, les cellules sont transfectées
de maniere transitoire avec I’ADN plasmidique correspondant a un TAS2R, a I'aide d’un agent de
transfection polycationique (lipofectamine™ 2000) (A). Une transfection correctement réalisée
aboutit a la production d’un TAS2R fonctionnel et correctement enchassé dans la membrane
plasmique. Au bout de 24h d’incubation sous atmosphere contrblée, le milieu de transfection est
éliminé et remplacé par 50 pL/puit d’'un tampon contenant une sonde calcique (Fluo-4-acétoxy-
méthyl-ester ou Fluo4-AM) (B). L'exces de sonde est éliminé 1h aprés son chargement par deux
rincages avec 100 pyL/puit de tampon. Comme décrit précédemment, I'activation du TAS2R ex-
primé a la surface de la membrane plasmique provoque une cascade de signalisation a I’origine
d’une libération de calcium dans le milieu intracellulaire (C). Le signal calcique suite a I’ajout
d’une molécule est mesuré a 28°C a I'aide d’un lecteur de microplaque multimodal (FLIPR Tetra®
System) (C). L’intensité de fluorescence (excitation a 485 nm, émission a 525 nm) est enregistrée
sur une période de 90 secondes pour chaque série de 8 puits. Les courbes doses-réponses sont
déterminées en soustrayant la valeur de fluorescence observée dans les puits contréles (cellules
non transfectées) a la valeur de fluorescence correspondant aux puits contenant les cellules
transfectées par le TAS2R d’intérét. Les courbes dose-réponse sont réalisées en tracant les am-
plitudes du signal en fonction de la concentration en molécule testée (D). L'EC50, concentration
nécessaire en ligand pour déclencher moitié de I’activation du récepteur, est déterminée par
I’éauation f(x) = 100/[1 + (EC50/x)nHI.

A TRANSFECTION CELLULAIRE B CHARGEMENT DE LA SONDE

]
]

Activation (%)

TAS2R spécialistes, le nombre d’agonistes amers présentant ces structures est important. Quatre
TAS2R (TAS2R19, -42, -45 et -60) sont qualifiés d’orphelins, puisqu’actuellement aucun agoniste
n’a pu étre identifié malgré les différents criblages réalisés.
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V- Relations structure-fonction des TAS2R

La capacité de certains TAS2R a détecter de nombreuses substances structurellement diffé-
rentes est étonnante et souleve quelques questions. Découvrir les mécanismes moléculaires qui
régissent la détection de ces composés amers a donc été 'une des grandes questions du do-
maine de recherche de la gustation au cours de ces dernieres années.

Il a longtemps été admis que les TAS2R, particulierement les TAS2R a spectre « large », étaient
dotés de plusieurs sites de fixation, leur permettant la détection de composés amers variés. Une
analyse des relations structure-fonction conduite sur 3 TAS2R apparentés mais aux profils de
liaison différents, TAS2R31, TAS2R43 et TAS2R46, a permis la mise en évidence d’une seule et
unique poche de liaison (Brockhoff et al. 2010). Alors que TAS2R46 est activé par de nombreux
composés de la famille des sesquiterpéne lactones, mais également par la strychnine et le déna-
tonium benzoate, TAS2R31 et TAS2R43 permettent la détection de I’amertume de certains édul-
corants (saccharine ou acésulfame potassium) et de l’acide aristolochique. Des mutations ont
été réalisées sur le récepteur TAS2R46, afin d’identifier les résidus d’acides aminés responsables
de la fixation de la strychnine. Les résidus et les positions identifiés ont ensuite été transférés a
TAS2R31 et TAS2R43. Leur capacité a détecter la strychnine a été observée et mesurée par ima-
gerie calcique. Curieusement, en plus de la détection de cette molécule, il a été observé une
sensibilité de ces deux récepteurs chimeres a U’ensemble des autres agonistes connus de
TAS2R46, suggérant bien ’existence d’une seule et unique poche de liaison au niveau de ces
TAS2R. D’autres études conduites sur les interactions molécule-récepteur ont pu démontrer
Uimportance des domaines transmembranaires dans la fixation de ’agoniste. Des expériences
de mutagénése réalisées sur TAS2R16 ont révélé I’importance de 3 domaines transmembranaires
dans la détection de molécules ameres et la formation du complexe molécule-récepteur (Saku-
rai et al. 2010). En prenant comme exemple la salicine, agoniste avéré de TAS2R16, l’implica-
tion des domaines transmembranaires Ill, V et VI dans la reconnaissance de ’agoniste et dans la
formation du site de fixation a pu étre démontrée (Figure 6).

Figure 6 : Modélisation 3D de l'inter-
action entre TAS1R16 et la salicine.
Les domaines transmembranaires (TM)
apparaissent comme des structures héli-
coidales, de différentes couleurs et nu-
mérotés de I a VII. Les quatre résidus
d’acides aminés représentés sur cette
figure sont impliqués dans l'interaction
de la salicine avec le récepteur. Les
atomes de carbone de la molécule de sa-
licine sont représentés en rouge.
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Les domaines transmembranaires occupent donc un role primordial dans la détection de cer-
taines molécules ameres. Cependant, des investigations conduites sur les récepteurs apparentés
et possédant 89% d’homologie dans leur séquence protéique, TAS2R43 et TAS2R31, ont permis de
mettre en évidence l’importance d’autres structures secondaires telles que les boucles extracel-
lulaires 1 et 2 (Pronin 2004). Suite a la réalisation d’un TAS2R chimeére (substitution de la boucle
extracellulaire 1 (ECL1) du TAS2R31 par celle du TAS2R43), il a été observé une réponse a un
agoniste connu de TAS2R43. Ces données ont permis de démontrer le role crucial des boucles
extracellulaires, notamment d’ECL1, dans U'interaction de |’agoniste amer avec le récepteur.

Bien que I’ensemble des TAS2R ne possedent qu’une poche de liaison, sa localisation varie en
fonction du récepteur considéré. La majorité des études récentes sur les interactions récepteur-
agoniste ont permis l’identification de résidus cruciaux pour la détection et la fixation d’un
composé, principalement au niveau des régions supérieures des différents domaines transmem-
branaires (TM).

VI- Variations interindividuelle des récepteurs TAS2R

La population humaine présente une variabilité vis-a-vis de la perception de ’amertume. Ces
différences de sensibilité peuvent avoir un impact non négligeable sur la prise alimentaire.
Quelques-unes de ces variations sont connues pour avoir une origine génétique. Les progres ré-
cents réalisés dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la détection
de 'amertume ont permis U’identification des genes a l’origine de cette variabilité phénoty-
pique interindividuelle.

1- Une sensibilité différente au PTC

Les genes codant les 25 TAS2R possedent un nombre important de variations alléliques, les-
quelles refletent une adaptation évolutive permettant d’éviter l’ingestion de plantes toxiques.
L’exemple le plus documenté concerne la différence de sensibilité observée dans la population
pour deux composés amers, le phénylthiocarbamide (PTC) et le propylthiouracile (PROP) (Guo et
Reed 2001). On dénombre approximativement 65% de la population capable de détecter ’amer-
tume du PTC/PROP contre 35% incapable de la percevoir. Il a été démontré que cette différence
phénotypique était liée a un polymorphisme du récepteur TAS2R38. Deux variants ont pu étre
identifiés, TAS2R38-PAV (proline-alanine-valine) et TAS2R38-AVI (alanine-valine-isoleucine), ca-
ractérisés par la présence de résidus d’acides aminés différents en position 49, 262 et 296 (Fi-
gure 7) (Kim, Jorgenson et al. 2003). Dans des expériences d’expression fonctionnelle, il a été
observé une réponse du variant TAS2R38-PAV suite a la stimulation par une solution de PTC a une
concentration de quelques micromolaires (Bufe et al. 2005 ; Meyerhof et al. 2011). A Uinverse,
aucune réponse pour le variant TAS2R38-AVI n’a pu étre mesurée. Les résultats obtenus par ana-
lyse sensorielle sur un panel de personnes sensibles ou non sensibles au PTC ont permis de cor-
réler les données génétiques aux données sensorielles. Les personnes PAV homozygotes ont mon-
tré une forte sensibilité au PTC (et au PROP), une réponse non observable pour les personnes AVI
homozygotes. L’hétérozygotie AVI-PAV quant a elle aboutit a une sensibilité au PTC moindre que
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’homozygotie PAV, mais néanmoins présente (Hayes et al. 2010). Ce polymorphisme, qui affecte
la perception de ’amertume du PTC, joue également un role sur d’autres sensations gustatives
telles que celle de la perception épicée (Karrer et Bartoshuk 1991), la masse corporelle (Gold-
stein et al. 2005) ou les préférences alimentaires (Bell et Tepper 2006 ; Duffy et al. 2010).

Milieu
extracellulaire

(S
eg]a)g

Milieu
intracellulaire

ILC2

Figure 7 : Représentation schématique du récepteur TAS2R38-AVI non sensible au
PTC. Les lignes horizontales représentent la membrane cellulaire. Les positions
variables (49, 262 et 296) sont indiquées par des cercles de couleurs. ELC :
boucle extracellulaire ; ILC : boucle intracellulaire ; Numérotation des domaines
transmembranaires en chiffres romains.

Plus surprenant, une corrélation positive a pu étre établie entre les différences de sensibilité au
PTC et le risque de développer certaines maladies. La sensibilité au PTC est un facteur aggra-
vant d’apparition de cancer du colon chez ’homme (Basson et al. 2005), alors que la non sensi-
bilité au PTC peut étre a l'origine de ’apparition de troubles thyroidiens (de Araujo et al.
1972). Différentes hypothéses ont été émises sur 'utilité de conserver dans le génome humain
les séquences codantes pour un variant TAS2R38-AVI non sensible a ’amertume des agonistes
connus du TAS2R38-PAV. La plus plausible étant que les agonistes de ce TAS2R38-AVI n’ont pas
encore été découverts, ce qui dans ce cas constituerait un avantage évolutif pour les porteurs
de ce variant (Wooding et al. 2004).
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2- Génétique des TAS2R, sensibilité a I’amertume et des perceptions des aliments

Outre le polymorphisme observé sur TAS2R38 et décrit précédemment, il existe de nombreux
autres exemples de variants génétiques pour différents TAS2R (Kim et al. 2005). Ces variations
dans les séquences codantes de certains récepteurs amers n’ont pas toujours été associées a des
différences de perceptions sensorielles et/ou phénotypiques et/ou comportementales aussi
marquées que pour TAS2R38. Dans ce paragraphe, nous présenterons différents polymorphes de
TAS2R connus a ce jour, ainsi que leurs conséquences sur les perceptions sensorielles de certains
aliments.

Le gene TAS2R9, codant le récepteur TAS2R9 sensible a ’ofloxacine, posséde un variant allélique
caractérisé par la substitution d’une alanine par une valine en position 187. Cette substitution
d’un résidu d’acide aminé entraine la perte de sensibilité du TAS2R9 a l’ofloxacine (Dotson et
al. 2008). La présence du polymorphe V187 dans certaines populations aboutit une dérégulation
de ’homéostasie glucidique et insulinémique de ’organisme (Dotson et al. 2008). Un deuxieme
exemple de polymorphisme génétique concerne les récepteurs TAS2R31 et TAS2R43, impliqués
dans la détection de ’amertume de deux édulcorants intenses, la saccharine et ’acésulfame de
potassium (Kuhn et al. 2004). Au cours de diverses études fonctionnelles et sensorielles, une dif-
férence de perception vis-a-vis de ces deux composés, dépendante de la présence ou l’absence
de certains variants alléliques dans la population ciblée a été observée (Pronin et al. 2007). Un
troisieme exemple de l'impact des variations alléliques sur les perceptions sensorielles concerne
le gene codant le récepteur TAS2R16 (Soranzo et al. 2005). Une substitution, en position 172
(K172N) dans la boucle extracellulaire 2, confére a ce récepteur une sensibilité plus importante
pour ses agonistes, a savoir la salicine et les composés de la famille des B-glucopyranosides. La
prévalence de cet allele N172 dans la population varie grandement, notamment en fonction des
zones géographiques considérées, reflet de ’adaptation a divers biotopes (Soranzo et al. 2005).
Dans notre environnement actuel, ou la recherche de plantes comestibles n’est plus primordiale
pour la survie, ’allele ancestral TAS2R16-K172 semble étre un facteur aggravant de la consom-
mation non raisonnée d’alcool et joue un role dans la mise en place des phénoménes de dépen-
dance (Hinrichs et al. 2006). Moins documenté que les exemples précédents, un polymorphisme
du gene codant TAS2R19 (C299R), est a l'origine d’une diminution de la sensation d’amertume
ressentie lors de l’ingestion de certains jus de raisins mais également d’un de ses agonistes
connus comme la quinine hydrochloride (Hayes et al. 2010). Les variants alléliques des génes
TAS2R3, -R4 et -R5 sont quant a eux responsables des variabilités interindividuelles d’amertume
ressenties suite a la consommation de café (Hayes et al. 2010). Ces informations montrent donc
que ce nombre élevé de polymorphisme génétique est a l’origine de perceptions sensorielles dif-
férentes, jouant un role potentiel important dans le comportement alimentaire et la santé hu-
maine.
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VIl. Expression ectopique® des récepteurs du golit amer

Au cours de ces dernieres années, de nombreux récepteurs gustatifs, dont les TAS2R, ont été
découverts dans différents tissus extraoraux, suggérant que leur role ne se limite pas exclusive-
ment a la perception sensorielle des aliments en bouche. Ces récepteurs gustatifs ont dans un
premier temps été identifiés dans le tractus gastro-intestinal ainsi que dans le systéeme respira-
toire des mammiferes, puis dans le systéme reproducteur et enfin dans le cerveau et le coeur
(Behrens et al. 2017).

Le role potentiel des TAS2R dans le tractus gastro-intestinal est peu connu. Tout laisse a penser
que les récepteurs amers exercent la méme fonction que dans notre bouche, c’est-a-dire la pro-
tection de l’organisme contre l'absorption de composés potentiellement toxiques. De nom-
breuses études ont pu démontrer chez les mammiferes |’existence de cellules possédant la ma-
chinerie nécessaire a la détection, l’intégration et la transmission d’une information gustative.
Ces cellules, appelées cellules en brosses, sont notamment observées au niveau de ’épithélium
stomacal et intestinal de la souris et de ’Homme (Howitt et al. 2016). Bien que la présence de
récepteurs au golt sucré et umami ait été démontrée au niveau de ces cellules intestinales chez
la souris, aucune étude n’a pu mettre en évidence la présence de TAS2R. Cependant, des expé-
rimentations conduites sur un modele murin ont permis lidentification d’un gene codant
TAS2R131 au niveau d’un autre type cellulaire présent dans l'intestin et le colon (Jeon et al.
2008). Les roles potentiels des récepteurs amers au niveau du tractus gastro-intestinal sont peu
connus, principalement par manque de connaissances sur leur localisation et sur les cellules a
’origine de leur expression. Il a été démontré que l’ingestion de substances ameres (10 mM de
dénatonium benzoate) provoquait chez la souris une diminution de la motilité intestinale et une
perte d’appétit (Janssen et al. 2011). Les effets observés sont indépendants des mécanismes sa-
tiétogenes classiques, faisant intervenir différentes hormones anorexigenes. Caractérisées chez
la souris, les fonctions des TAS2R dans le tractus gastro intestinal de I’Homme restent obscures.
Seule leur implication dans la libération de fluide ionique a pu étre observée, suite a l’ajout de
PROP a des extraits de muqueuses de colon (Kaji et al. 2009).

Des récepteurs TAS2R ont également été découverts dans le systéme respiratoire. D’abord iden-
tifiés au niveau des voies respiratoires supérieures (cavité nasale) chez le rongeur puis chez
’humain, ces récepteurs amers sont exprimés par des cellules appelées cellules chimiosenso-
rielles solitaires (Finger et al. 2003). Les TAS2R exprimés y exercent diverses fonctions, de la dé-
tection des composés toxiques inhalés au ralentissement de la fréquence respiratoire, via des
connections synaptiques entre des fibres du nerf trigéminal et des cellules chimiosensorielles
solitaires (Finger et al. 2003). Plus récemment, il a été démontré que certaines molécules d’ori-
gine bactérienne, comme des acyl-homosérine lactones, pouvaient étre détectées par ces
TAS2R, suggérant leur implication dans la défense de l’organisme contre les pathogenes (Tizzano
et al. 2010). Des TAS2R ont également été mis en évidence au niveau des épithéliums des voies

6 Qualifie quelque chose, généralement un organe, qui n’est pas a sa place habituelle.
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respiratoires inférieures, plus précisément sur la surface des cellules ciliées. La stimulation de
ces TAS2R par une molécule amere aboutit a une augmentation de la fréquence de battements
des cils (Shah et al. 2009). Il a été observé que TAS2R38 était impliqué dans la détection des
acyl-homosérine lactones. La présence de son variant allélique non fonctionnel est positivement
corrélée a ’apparition d’infections nasales d’origine bactérienne (Lee et al. 2012). Les récep-
teurs TAS2R occupent donc une fonction protectrice, de lutte contre les pathogenes, en contri-
buant a leur élimination rapide.

L’expression de TAS2R dans certains tissus isolés et protégés de l’environnement extérieur est
plus surprenante. Des études réalisées chez le rongeur ont mis en évidence ’expression de
TAS2R dans le cerveau, plus précisément dans le tronc cérébral, le cervelet, le cortex et le
noyau accumbens. Il s’agit des récepteurs orthologues TAS2R4, -R10 et -R38 (Singh et al. 2011).
Bien que fonctionnels, le role de ces récepteurs n’est pas clairement défini. Quelques corréla-
tions ont été établies entre certaines maladies neurodégénératives (Alzheimer et Parkinson) et
la diminution de U’expression des genes TAS2R (Ansoleaga et al. 2013). L’expression de TAS2R a
également été mise en évidence par des techniques de quantification d’ADN dans le tissu car-
diaque, a un niveau relativement élevé (Foster et al. 2013). L’identification de TAS2R14, un ré-
cepteur a spectre large capable de détecter de nombreuses molécules a usage thérapeutique,
laisse supposer un role de ces TAS2R dans la physiologie cardiaque qui reste a identifier (Levit et
al. 2014).

VIIl. Perspectives de masquage de |’amertume

Dans les années 2010, le premier inhibiteur du golt amer a été décrit (Slack et al. 2010). Appelé
GIV3727 (ou 4-(2,2,3-trimethylcyclopentyl) butanoic acid), ce composé s’est avéré capable d’in-
hiber de maniere compétitive U'activation de TAS2R31. Cet antagoniste engendre également
Uinhibition de 5 autres récepteurs amers, TAS2R4, -R7, -R40, -R43 et -R49. Le composé GIV3727
agit donc sur de multiples récepteurs amers, une caractéristique partagée avec certains ago-
nistes décrits précédemment. Il a été proposé que la fonction carboxylique (-COOH) est une
fonction chimique importante pour ses capacités d’inhibition, puisque sa substitution par un
groupement ester ou alcool abolit totalement son action inhibitrice sur les différents TAS2R. Peu
de temps apres cette premiere découverte, le probénécide, un inhibiteur connu des transpor-
teurs Multidrug Resistance Protein 1 (MRP1), a été décrit comme capable d‘inhiber les récep-
teurs TAS2R16, -R38, -R43 (Greene et al. 2011). Contrairement a U'inhibiteur GIV3727, le probé-
nécide agit comme un modulateur non compétitif de ’activité de ces récepteurs amers. Apres la
mise en évidence d’inhibiteurs synthétiques, deux antagonistes naturels et compétitifs de
TAS2R46 ont été découverts (Brockhoff et al. 2011). Présents a l’état naturel dans certaines
plantes comestibles, le 3B-Hydroxydihydrocostunolide (3HDC) et le 3B-Hydroxypelenolide (3HP)
appartiennent a la famille des lactones sesquiterpenes. Ces molécules sont également impli-
quées dans U’inhibition d’autres récepteurs au profil de liaison se chevauchant. Alors que le
3HDC permet la modulation de activité de TAS2R30 et TAS2R40, le 3HP est un inhibiteur des
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récepteurs TAS2R30, -R31 et -R43. Des études plus récentes ont permis la caractérisation de
nouveaux inhibiteurs d’amertume, tels que ’acide y-aminobutyrique, [’acide abscissique et le
Na,Na-bis(carboxymethyl)-L-lysine. Ces composés agissent comme des antagonistes compétitifs
de la quinine, une molécule amére détectée entre autre par le récepteur TAS2R4 (Pydi et al.
2014). Les recherches se poursuivent et de nouveaux inhibiteurs sont identifiés régulierement,
comme ces trois flavonones, 4’-fluoro-6-methoxyflavanone, 6,3’-dimethoxyflavanone et 6-me-
thoxyflavanone, impliquées dans ’inhibition des récepteurs TAS2R39 et TAS2R14 (Roland et al.
2014), ou encore certains peptides dérivés de protéines de beoeuf et de poule, capables de mo-
duler Uactivité de TAS2R4 (Zhang et al. 2018).

IX. Conclusion

Les progres en biochimie, génétique et biologie cellulaire ont permis d’identifier les différentes
structures et les principaux acteurs moléculaires impliqués dans la détection des différentes sa-
veurs, dont ’amertume. Ces progres récents ont également conduit a ’identification de genes
responsables de la variabilité phénotypique interindividuelle vis-a-vis de la perception de
’amertume. Des tests fonctionnels in vitro ont été développés afin de déterminer le profil d’ac-
tivation des 25 TAS2R humains. De nombreuses molécules, d’origines naturelles ou synthétiques
ont pu étre déterminées comme ligands de ces récepteurs amers. Ces tests cellulaires ont éga-
lement permis la découverte d’inhibiteurs d’amertume, pouvant agir sur un ou plusieurs TAS2R.
Ces travaux suscitent ’intérét des industries agroalimentaires, dans |’optique de développer de
nouveaux bloqueurs d’amertume adaptés a leurs besoins. Bien que le role des TAS2R dans cer-
tains tissus extraoraux comme le coeur ou le cerveau ne soit pas clairement établi, ces récep-
teurs constituent des cibles thérapeutiques potentielles et intéressantes pour l’industrie phar-
maceutique.
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