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Re sume  

Les détecteurs gustatifs aux saveurs sucrées, umami et amères sont des récepteurs 

membranaires qui appartiennent à la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ils sont 

caractérisés par l’existence d’un domaine transmembranaire (DTM) hydrophobe et un mécanisme 

d’activation qui implique une protéine G hétérotrimérique.  

L’homme possède 25 récepteurs à l’amer TAS2R. Ces récepteurs appartiennent à la classe A 

des RCPG. Leur architecture est constituée d’un DTM structuré en 7 hélices  qui forment le site 

orthostérique de liaison des molécules amères. Le récepteur au goût umami est un hétérodimère 

composé des sous-unités TAS1R1 et TAS1R3, alors que les sous-unités TAS1R2 et TAS1R3 

s’assemblent pour composer le récepteur au goût sucré. Chacune de ces sous-unités appartient à la 

classe C des RCPG et partage une architecture commune, constituée d’un domaine N-terminal (DNT) 

extracellulaire de grande taille qui est relié au DTM par une région riche en cystéine (RRC). La 

contribution de chaque sous-unité au fonctionnement des récepteurs hétérodimériques demeure 

cependant largement inconnue.  

A cause de leur nature amphipathique, les RCPG constituent une famille de protéines 

extrêmement difficiles à étudier d’un point de vue biochimique. Caractériser leurs interactions et 

déterminer leurs structures sont des enjeux importants et un véritable challenge pour les années à venir. 

Dans ce travail, nous avons développé différents systèmes d’expression afin de mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires qui gouvernent les interactions récepteur-ligand.  

Pour l’étude du goût umami, les DNT de TAS1R1 et TAS1R3 ont été produits en bactérie E. coli 

sous forme de corps d’inclusions puis repliés in vitro. En combinant des approches biochimiques et des 

tests cellulaires d’activité fonctionnelle, nous avons montré que l’inosine-5’-monophosphate (IMP), un 

exhausteur du goût umami, se lie à TAS1R3-DNT et agit en synergie avec le sucralose et le néotame 

sur l’activation du récepteur TAS1R2/TAS1R3.  

Concernant le récepteur au goût sucré, la sous-unité entière de TAS1R2 a été surexprimée 

dans une lignée cellulaire HEK293S inductible par la tétracycline. Un protocole de solubilisation et de 

purification a permis d’obtenir le récepteur TAS1R2 fonctionnel. Une analyse par dichroïsme circulaire 

dans l’UV lointain a révélé que TAS1R2 est bien replié. La diffusion de lumière couplée à la gel filtration 

a montré que TAS1R2 était présent majoritairement sous forme dimérique. Les interactions avec les 

ligands sucrés mesurées par fluorescence intrinsèque ont révélé des affinités de l’ordre du micromolaire 

en accord avec les tests d’activités cellulaires et les pouvoirs sucrants des molécules.  

Parallèlement, afin d’étudier les récepteurs au goût amer, nous avons conçu différents vecteurs 

d’expression du récepteur TAS2R14 afin d’améliorer son expression et son adressage à la membrane 

plasmique. Nous avons montré que l’utilisation de la séquence QBI SP163 en amont du codon initiateur 

de traduction, associée au peptide signal de la somatostatine 3 de rat en position N-terminale et à 

l’étiquette FLAG en position C-terminale, permettait d’augmenter la réponse fonctionnelle du récepteur 

aux ligands amers aussi bien en termes d’amplitude que de sensibilité. Cette construction plasmidique 

représente un outil prometteur pour aider à identifier certains agonistes des TAS2R orphelins.   



 
 

 
 

Abstract 

Sweet, umami and bitter taste detectors are membrane receptors that belong to the family of G-

protein coupled receptors (GPCRs). They are characterized by the existence of a hydrophobic 

transmembrane domain (TMD) and an activation mechanism that involves a heterotrimeric G protein. 

Human possesses 25 bitter taste receptors named TAS2R. These receptors belong to class A 

GPCRs. Their architecture consists of a TMD structured in 7 -helix which form the orthosteric binding 

site of bitter molecules. The umami taste receptor is a heterodimer composed of the TAS1R1 and 

TAS1R3 subunits, while the TAS1R2 and TAS1R3 subunits assemble to form the sweet taste receptor. 

Each subunit belongs to the class C GPCRs and shares a common architecture, consisting of a large 

extracellular N-terminal domain (NTD) connected to the TMD by a cysteine-rich region (CRR). However, 

the relative contribution of each subunit to the heterodimeric receptors function remains largely 

unknown. 

Because of their amphipathic features, GPCRs are extremely difficult to study from a 

biochemical point of view. Characterizing their interactions and determining their structures are 

important issues and a real challenge for the next years. In this work, we have developed different 

expression systems to understand molecular mechanisms that govern receptor-ligand interactions. 

For the study of umami taste, the TAS1R1 and TAS1R3 NTDs were produced in E. coli bacteria 

as inclusion bodies and then folded in vitro. By combining biochemical approaches and functional 

cellular assays, we have shown that inosine-5'-monophosphate (IMP), an umami flavor enhancer, binds 

to TAS1R3-NTD and enhance sweet taste detection of sucralose and neotame. 

Regarding the sweet taste receptor, the subunit (full length) of TAS1R2 was overexpressed in 

a tetracycline inducible cell line HEK293S. Solubilization and purification protocol allows to obtain 

functional TAS1R2 receptor. Far-UV circular dichroism spectroscopy analysis revealed that TAS1R2 is 

folded. Multiangle light scattering coupled with gel filtration showed that TAS1R2 was predominantly 

present in dimeric form. Interactions with sweeteners measured by intrinsic fluorescence revealed 

micromolar range affinities in agreement with cellular assays and the sweetness potency of molecules. 

In parallel, to study bitter receptors, we designed different TAS2R14 receptor expression vectors 

in order to improve receptor expression and targeting to the plasma membrane. We showed that use of 

the QBI SP163 sequence upstream of the translational initiation codon, associated with the signal 

peptide of the rat somatostatin 3 in the N-terminal position and the FLAG tag in the C-terminus position, 

increase the functional response of the receptor to bitter molecules both in terms of amplitude and 

sensitivity. This plasmid construct represents a promising tool to help identify some orphan TAS2R 

agonists. 
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Liste des abre viations 

  

A2AR : Récepteur à l’adénosine 
AD5 : Adenovirus de type 5 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
AMPc : Adénosine monophosphate cyclique  
Apol : Amphipol 
ARN : Acide ribonucléique 
ATP : Adénosine triphosphate 

2ADR : Récepteur 2 adrénergique 
BET : Bromure d’éthidium  
BRET : Bioluminescence Resonance Energy 
Transfer 
BSA : Albumine de sérum bovin 
CALHM1 : Calcium homeostasis modulator 
1 
CasR : Récepteur sensible au calcium 
CBD : Chitin Binding Domain 
CCK : Cholecystokinine 
CD : Circular Dichroism 
CD36 : Transporteur d’acides gras 
CHO : Chinese Hamster Ovary 
CI : Corps d’inclusion 
CMC : Concentration Micellaire Critique 
Cryo-EM : Cryo-microscopie électronique 
CSC : Concentration de solubilisation 
critique 
DAG : Diacylglycérol  
DEC : Domaine extracellulaire 
DDM : n-Dodécyl-β-D-maltoside 
DMSO : Diméthyl sulfoxyde 
DNT : Domaine N-terminal 
DO : Densité optique 
DTM : Domaine transmembranaire 
DTT : Dithiothréitol 
ECL : Extracellular loop 
EDTA : Acide éthylène diamine tetra-
acétique  
ENaC : Canal sodique de type épithélial  
FC14 : Fos-choline 14 
FFAR : Free fatty acid receptor 
FRET : Transfert d'énergie par résonance en 
fluorescence  
GABA : Acide γ-aminobutyrique 
GFP : Green Fluorescent Protein 
GLAST : Glutamate aspartate transporteur 
GLP : Glucagon-like peptide 
GMP : Guanosine monophosphate 
GRK : GPCR kinase 
GuCl : Chlorure de guanidine 
GSH : Glutathion 
GST : Glutathione S-transferase 

5-HT : Serotonine 
HEK : Human embryonic kidney 
HIC : Hydrophobic Interaction 
Chromatography 
HMQC : Heteronuclear Single /Multiple 
Quantum Correlation 
HTRF : Homogeneous Time Resolved 
Fluorescence 
HTS : High Throughput Screening 
ICL : Intracellular loop 
IEX : Ion Exchange Chromatography 
IL-4 : Interleukine 4 
IMP : Inosine monophosphate  
IP1 : Inositol phosphate 
IP3 : Inositol triphosphate 
IP3R3 : Inositol triphosphate receptor 3 
IPTG : Isopropyl β-D-1-thiogalacto-
pyranoside 
ITC : Calorimétrie de titration isothermique  
KO : Knock Out 
LB : Luria-Bertoni  
LB1 et LB2 : lobe 1 et lobe des DNT 
LDAO : N-Dimethylamine-N-Oxyde 
LMNG : Lauryl-Maltose-Neopentyl-Glycol 
LS : Light Scattering 
MBP : Protéine de liaison au maltose 
MSP : Membrane Scaffolding Protein 
mGluR : Récepteur métabotropique du 
glutamate 
MSG : Glutamate monosodique 
NAM : Negative Allosteric Modulator 
NCAM : Neural cell adhesion molecule 
NFS : Noyau du faisceau solitaire  
NHDC : Néohespéridine dihydrochalcone 
NTS : Noyau du tractus solitaire 
OG : Octyl-glucopyranoside 
OR : Olfactive receptor 
OTOP1 : Otopetrine protéine 
PAGE : Electrophorèse sur gel de 
polyacrylamide 
PAM : Positive Allosteric Modulator 
PDB : Protein data base 
PDE : Phosphodiesterase  
PIP2 : Phosphatidylinositol biphophosphate 
PKD2L1 : Polycyctic kidney disease 2-like 1 
PLCβ2 : Phospholipase-C β2  
PMSF : Phenylmethansulfonyl fluoride 
PROP : Propylthiouracyl 
PRP : Protéine riche en proline 
PTC : Phenylthiocarbomide  
P2X : Récepteurs purinergiques 



 
 

 
 

RCPG : Récepteurs couplés aux protéines G 
REEP1 : Receptor Expression Enhancing 
Protein 
RI : Refractive Index 
RMN : Résonance magnétique nucléaire 
RPC : Reverse Phase Chromatography 
RRC : Région riche en cystéine 
RTP1 : Receptor Transporting Protein 
SAXS : Small Angle X-ray Scattering 
SEC : Size Exclusion Chromatography 
SEC-MALS : Size Exclusion 
Chromatography- Multi-Angle Light 
Scattering 
SDS : Sodium dodécyl sulfate 
SMAs : Stryrene-Maleic Acid copolymers 
SNP : Polymorphisme n’affectant qu’un seul 
nucléotide 

SNPA25 : Synaptosomal-associated protein 
25 
SUMO : Small Ubiquitin-like modifier 
TAS1R : Taste receptor, type 1 
TAS2R : Taste receptor, type 2  
TCEP : Tris (2-carboxyethyl) phosphine 
TFA : Acide trifluoroacétique 
TM3 : Hélice transmembranaire 3 
TNB : Acide 5-thio-2-nitrobenzoïque  
Tris : Tris-(hydroxyméthyl)-aminométhane 
TRPV : Transient receptor potential vanilloid 
TRPM5 : Transient receptor potential 
melastin 5 
TRX : Thioredoxine A 
VFT : Venus Flytrap 
VIP : Peptide vaso intestinal 
Zw : Zwiterrionique 
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Objectifs de la thèse : 

 

Cette thèse a pour objectif de mieux comprendre les interactions structure–fonction 

avec les molécules sapides en combinant différents systèmes d’expression de protéines 

recombinantes des récepteurs gustatifs et des approches biochimiques.  

 

En première partie de ce manuscrit, l’ « Etat de l’art », présente une description 

détaillée de la physiologie du système gustatif chez l’Homme, qui est suivie d’une synthèse 

des connaissances actuelles sur les récepteurs gustatifs et leurs mécanismes d’activation par 

les molécules sapides. Enfin, une partie « Approches expérimentales » introduit les principales 

techniques utilisées en biochimie des RCPG ou en test d’activité fonctionnelle reposant sur 

des cellules vivantes pour étudier les récepteurs et leur interaction in vitro avec les molécules 

sapides afin de mieux appréhender celles utilisées dans nos recherches. 

Cette partie est complétée par un article réalisé au début de ma thèse couvrant une 

présentation large des connaissances actuelles sur les molécules sucrées et les édulcorants. 

Je passe en revue les différentes catégories de molécules sucrées dont certaines sont 

émergentes. Je présente les bases biochimiques de leur détection par le récepteur au goût 

sucré TAS1R2/TAS1R3. Je discute des effets physiologiques des molécules sucrées en lien 

avec leur impact sur la santé.  

Cet article a été référencé sous : 

 Belloir C, Neiers F, Briand L. Sweeteners and sweetness enhancers. Current 

Opinion in Clinical Nutrition & Metabolic Care. 2017, 20 (4) : 279-285. 

 

La seconde partie est constituée de 4 articles scientifiques (un accepté et trois 

autres à soumettre) retraçant les recherches que j’ai effectuées, les méthodologies 

développées pour l’étude des récepteurs gustatifs et les résultats obtenus y sont discutés. 

Tous ces articles sont transdisciplinaires et tentent de répondre à des questions aussi bien 

pratiques que fondamentales. Les questions pratiques auxquelles je souhaite répondre sont 

les suivantes : quels sont les apports et la pertinence des différents modèles cellulaires 

d’expression des protéines recombinantes pour l’étude in vitro des récepteurs gustatifs ? 

Selon ces modèles, est-il possible d’obtenir des quantités suffisantes de récepteur fonctionnel 

pour des études biochimiques et structurales ? Quel est l’impact des détergents sur la 

solubilisation, purification et fonctionnalité des récepteurs du goût ? Comment est-il possible 

d’améliorer l’expression et l’adressage des récepteurs gustatifs à la membrane plasmique ? 

Les questions fondamentales que j’aborderai sont les suivantes : quelle est la contribution de 



Introduction et objectifs 

 

4 
 

chaque sous-unité dans la détection des molécules sapides ? Comment les interactions 

récepteurs-molécules sapides expliquent-ils les phénomènes de synergie ?  

 

Le premier article présenté dans cette thèse correspond à l’étude des caractéristiques 

biochimiques et fonctionnels de la sous-unité TAS1R1-DNT du récepteur umami 

TAS1R1/TAS1R3 du chat. Ce travail a été réalisé en collaboration avec la société Mars 

PetCare (WALTHAM Centre for Pet Nutrition) dans le cadre d’une meilleure compréhension 

des mécanismes moléculaires qui interviennent dans la détection des acides aminés. En effet, 

les chats domestiques sont des carnivores obligés. Les analyses sensorielles ont montré que 

les chats affichent de fortes préférences pour certains acides aminés de la série L comme 

notamment le L-His et la L-Ala. Chez l'homme, comme nous l’avons vu, le DNT de la sous-

unité TAS1R1 contient le site de liaison principal pour les stimuli umami, tels que le L-Glu, et 

l’IMP qui se lie à un site adjacent du L-Glu sur TAS1R1-DNT, créant une réponse synergique 

entre le L-Glu et l’IMP. Les études de liaison TAS1R1/TAS1R3 ont révélé des différences 

dépendantes des espèces étudiées. Nous avons surexprimé le TAS1R1-DNT de chat 

(cTAS1R1-DNT) en corps d’inclusion à l’aide de E. coli. Après purification, le repliement in 

vitro de la protéine a été réalisé. Des études spectroscopiques par dichroïsme circulaire ont 

révélé que cTAS1R1-DNT était bien replié attestant la présence de structures secondaires. En 

utilisant la chromatographie par exclusion de taille couplée à la diffusion de la lumière, nous 

avons constaté que cTAS1R1-DNT se comportait comme un monomère. La liaison de ligands, 

quantifiée par la fluorescence intrinsèque du tryptophane, a montré que cTAS1R1-DNT était 

capable de se lier aux acides aminés de série L avec des valeurs de Kd de l’ordre du 

micromolaire. Nous avons démontré que l'IMP potentialise la liaison de certains L-amino 

acides sur cTAS1R1-DNT. Fait intéressant, nos résultats ont révélé que l’IMP se lie au 

domaine extracellulaire en l’absence d’acides aminés. Cette étude a démontré la faisabilité de 

produire des quantités en milligrammes de cT1R1-DNT pour des études fonctionnelles et 

structurales. 

Cet article est référencé sous :  

 Belloir C, Savistchenko J, Neiers F, Taylor AJ, McGrane S, Briand L. Biophysical 

and functional characterization of the N-terminal domain of the cat T1R1 umami taste receptor 

expressed in Escherichia coli. PLoS One. 2017, 30;12(10):e0187051. 

 

Le second article démontre la contribution de la sous-unité TAS1R3 dans la perception 

du goût umami et sucré. Dans une première étape, la contribution de chaque sous-unité 

TAS1R1 et TAS1R3 constituant le récepteur au goût umami a été évaluée. Pour cela, les DNT 

de TAS1R1 et TAS1R3 ont été surexprimés en corps d’inclusion en bactérie E. coli. Le 

protocole de repliement de la protéine a été amélioré en intégrant une étape de 



Introduction et objectifs 

 

5 
 

chromatographie IMAC. Les deux sous-unités ont ainsi été produites en grande quantité. Des 

spectres de dichroïsme circulaire mesurés dans l’UV lointain ont révélé que TAS1R1-DNT et 

TAS1R3-DNT étaient bien repliés. Les analyses par SEC-MALS montrent que les protéines 

sont présentes dans les conditions étudiées sous forme monomérique. Les études 

d’interaction par fluorescence intrinsèque confirment que TAS1R1-DNT lie les deux acides 

aminés L-Glu et L-Asp ainsi que l’IMP avec des affinités de l’ordre du micromolaire et que 

l’IMP synergise la réponse de L-Glu et L-Asp. De façon intéressante, la sous-unité TAS1R3-

DNT est aussi capable de lier L-Glu, L-Asp et l’IMP. Comme la sous-unité TAS1R3 est 

commune aux récepteurs au goût sucré et umami, j’ai émis l’hypothèse que l’IMP pouvait 

affecter la perception sucrée. Pour le vérifier, j’ai utilisé un test cellulaire basé sur les mesures 

de calcium intracellulaire et démontré que l’IMP augmente la réponse du récepteur humain au 

goût sucré TAS1R2/TAS1R3 lorsqu’il est stimulé par le sucralose et le néotame confirmant 

ainsi que l’IMP se lie à la sous-unité TAS1R3.  

Cet article est référencé sous : 

 Belloir C, Poirier N, Neiers F, Briand L. The 5’-ribonucleotide IMP interacts with the 

human TAS1R3 sweet taste subunit to enhance sweet taste detection. A soumettre à : 

Scientific Reports. 

 

Un troisième article méthodologique décrit une nouvelle stratégie expérimentale 

pouvant être utilisée pour produire la sous-unité TAS1R2 entière afin d’évaluer sa contribution 

dans les interactions avec les molécules sucrées. Pour cela, j’ai utilisé une lignée cellulaire 

inductible par la tétracycline, les cellules HEK293-GnTI-. Après transfection du cDNA codant 

la sous-unité TAS1R2 et sélection clonale d’une lignée stable, j’ai produit à grande échelle des 

membranes cellulaires pour en extraire la sous-unité TAS1R2. Après criblage de quelques 

détergents, le protocole de solubilisation et purification a permis d’obtenir quelques 

microgrammes de TAS1R2 purifié. Les analyses par dichroïsme circulaire ont montré que la 

sous-unité TAS1R2 est correctement repliée et présente des contenus en structures 

secondaires attendus. Les analyses par SEC-MALS ont montré que la sous-unité est 

majoritairement sous forme de dimère. Les mesures d’interactions ligand-récepteur par 

fluorescence intrinsèque ont montré que TAS1R2 est capable de lier diverses molécules 

sucrées, comme le sucralose, le néotame, l’acésulfame K et la périllartine qui étaient connues 

pour interagir avec cette sous-unité. Les valeurs de Kd mesurées sont corrélées aux mesures 

d’interactions réalisées en tests cellulaires et sont en accord avec données 

physiologiques/sensorielles.  

Cet article est référencé sous : 
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 Belloir C, Brulé M, Tornier L, Neiers F, Briand L. Biophysical and functional 

characterization of the human TAS1R2 sweet taste receptor expressed in HEK293S inducible 

cell line. A soumettre à : PloSone. 

 

Un dernier article ciblé sur l’étude du récepteur à l’amertume TAS2R14 a pour objectif 

d’améliorer l’expression du récepteur membranaire et son adressage à la membrane 

plasmique. En effet ces deux paramètres sont les principaux facteurs connus pour limiter 

l’étude de la fonctionnalité de certains RCPGs. Pour cela différents vecteurs d’expression ont 

été conçus et évalués pour la fonctionnalité du récepteur après transfection transitoirement 

dans des cellules HEK293 exprimant la chimère G16-gustducine. Les résultats montrent que 

l’addition de la séquence QBI SP163 en amont du codon d’initiation de la traduction, l’utilisation 

du peptide signal de la somatostatine 3 de rat en position N-terminale et de l’étiquette FLAG 

en position C-terminale, augmentent la réponse fonctionnelle du récepteur TAS2R14 aux 

composés amers aussi bien en amplitude qu’en sensibilité. Cette stratégie de construction 

pourra servir de base à l’étude des 25 récepteurs à l’amer et à l’identification d‘agonistes pour 

les TAS2R orphelins. 

Cet article est référencé sous : 

 Belloir C, Delompré T, Jeannin M, Neiers F, Briand L. Improving human TAS2R14 

functional activation in heterologous cell based assays. A soumettre à : Chemical Senses. 

 

 

La troisième partie, « Conclusions générales et perspectives », dégage les 

principales conclusions de cette thèse et leurs perspectives. 
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Avant propos 

 

Dans les sociétés occidentalisées, il est établi qu’un certain nombre de pathologies 

trouvent leurs origines dans de mauvaises habitudes alimentaires. C’est le cas de l’obésité, 

du diabète de type 2, des maladies cardio-vasculaires et de l’ostéoporose. Dans ce contexte, 

la réduction de la teneur en sel ou en sucre dans les produits alimentaires représente 

aujourd’hui un enjeu majeur en termes de santé publique. Les teneurs en sel et en sucre sont 

détectées grâce à la gustation. Le goût, avec l’odorat, la vue, le toucher et l’ouïe, est l’un des 

cinq sens dont l’Homme est doté pour percevoir son environnement. Le sens du goût est 

essentiel à la survie des animaux, il conditionne en grande partie notre comportement 

alimentaire, en favorisant la consommation de molécules à valeurs nutritives élevées, telles 

que les molécules sucrées, tout en évitant certaines substances potentiellement toxiques. 

Cependant, même si elle nous semble familière, la gustation est un sens complexe et qui n’est 

étudié que très récemment d’un point de vue moléculaire. 

Bien avant la découverte des récepteurs du goût, les recherches pour diminuer les 

apports caloriques ont abouti à l’identification de molécules à la saveur sucrée appelées 

édulcorants qui représentent l’avantage de ne pas (ou peu) apporter de calories. Cependant, 

ces édulcorants naturels ou synthétiques font aujourd’hui l’objet de nombreuses critiques 

(arrière-goûts désagréables, effets sur le métabolisme glucidique, doutes sur leur innocuité, 

etc.). De même, l’addition du glutamate monosodique, de saveur umami est largement utilisée 

comme exhausteur de goût pour diminuer l’adjonction de sel dans les produits alimentaires 

industriels et les rendre encore plus savoureux et authentiques. Dans ce contexte, les 

industries agro-alimentaires recherchent et développent de nouvelles molécules et 

s’intéressent de plus en plus à la compréhension des mécanismes moléculaires de détection 

du goût. 

La découverte des récepteurs humains aux goûts sucré et umami au début des années 

2000 (Matsunami et al. 2000), a ouvert la voie à des études permettant de mieux comprendre 

les mécanismes moléculaires impliqués dans les premières étapes de détection de ces 

molécules sapides. Ces travaux se sont enrichis par la suite par de nombreuses données sur 

le rôle des récepteurs humains au goût amer. Etant donné l’importance des enjeux socio-

économiques, la compréhension des mécanismes d’interactions entre les molécules sapides 

et les récepteurs au goût s’avère donc cruciale.  

Dans ce travail de thèse, j’ai développé différentes méthodes in vitro d’expression 

hétérologue et fonctionnelle des récepteurs des goûts sucré, umami et amer afin d’étudier les 

mécanismes biochimiques impliqués dans les interactions récepteurs-ligands. Ce manuscrit 

de thèse est présenté en partie sous forme d’articles publiés ou prêts à être soumis. Les 
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questions auxquelles je souhaite répondre sont : quel est le rôle de chacune des sous-unités 

du récepteur umami et sucré dans la perception des molécules sapides ? Quels sont les 

déterminants moléculaires des interactions entre les récepteurs et les composés sapides ?  
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I. Qu’est-ce que le goût ? 

I.1. Le goût et les saveurs primaires 

Avec le toucher, la vue, l’ouïe et l’odorat, le goût est l’un des cinq sens dont l’Homme 

est doté pour percevoir son environnement. Le terme « goût » désigne l’ensemble complexe 

des informations sensorielles correspondant à la flaveur qui regroupe trois types de 

sensations : olfactives, gustatives et somesthésiques.  

La composante somesthésique de la flaveur regroupe les sensations trigéminales qui 

informent sur les propriétés physiques des aliments, tels que la texture, la température de 

l’aliment et son caractère piquant ou rafraîchissant. C’est le nerf trijumeau qui innerve les 

muqueuses de la bouche, du nez et de l’œil, et qui transmet ces sensations de température, 

de texture des aliments et de douleur qui participent à l’élaboration du goût. Lors de la 

mastication d’un aliment, les molécules odorantes volatiles sont libérées de la matrice 

alimentaire et remontent vers la cavité nasale par l’arrière du voile du palais. On parle de 

perception olfactive rétro-nasale. Ces molécules sont détectées par les récepteurs olfactifs 

situés sur les cils des neurones olfactifs présents dans l’épithélium olfactif qui est couvert par 

une couche de mucus olfactif. On prend généralement conscience de cette sensation olfactive 

en cas d’anosmie (perte du sens de l’olfaction), ce qui est le cas si on déguste un aliment avec 

un pince nez ou lors d’un rhume. La gustation, au sens physiologique du terme, est perçue 

uniquement par les papilles gustatives situées à la surface de la langue. Un composé sapide 

est défini par différentes composantes : sa qualité (par exemple sucrée ou amère), son 

intensité (plus ou moins forte), sa longueur en bouche et son caractère hédonique (saveur 

agréable ou non).  

 

Communément, on distingue quatre saveurs ou goûts dits « fondamentaux » ou 

« primaires » (Figure 1). La saveur salée signale à l’individu la présence de certains minéraux 

comme le chlorure de sodium. Celui-ci est indispensable à l’équilibre osmotique des 

organismes. Le goût sucré permet de signaler la présence de glucides qui sont une source 

d’énergie directement assimilable. L’amer est souvent considéré comme un signal d’alerte de 

la présence de molécules toxiques et est à l’origine de nombreuses aversions. Le goût acide 

nous permet d’évaluer la présence de contaminations microbiennes et d’évaluer le degré de 

maturité de certains fruits (Briand and Salles 2016). Il existe une cinquième saveur souvent 

moins connue, appelée umami, qui signale la présence d’aliments riches en acides aminés ou 

protéines.  
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Une saveur fondamentale répond à plusieurs caractéristiques : 1) un goût perceptible 

et unique distinct des autres goûts primaires, 2) qui est induit par une classe définie de stimuli, 

3) mettant en jeu un mécanisme spécialisé de transduction du signal, 4) conduisant à un signal 

véhiculé par les nerfs gustatifs, 5) et qui entraîne une réponse physiologique et 

comportementale. Bien que pratique et rationnel, le concept des goûts primaires ne prend pas 

en compte d’autres perceptions gustatives, telles que le goût du gras, du calcium ou le goût 

métallique.  

Il faut souligner que les seuils de perception pour ces différentes saveurs sont très 

variables et directement corrélés aux besoins physiologiques sous tendant leurs détections. 

L’être humain est très sensible aux molécules amères avec des seuils de perception qui 

peuvent atteindre des concentrations micromolaires ou sub-nanomolaires (par exemple 8 µM 

pour la quinine, 0,5 nM pour le benzoate de dénatonium) mais peu sensible aux sucres 

naturels avec des seuils de détection de l’ordre du millimolaire (par exemple 25 à 50 mM pour 

le saccharose). 

 

Figure 1 : Illustration simplifiée des 5 saveurs primaires ou fondamentales. 

Le goût repose sur la détection de 5 saveurs fondamentales. 
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I.2. Les goûts salé et acide 

Le goût salé permet de maintenir l’homéostasie hydrominérale. L’être humain n’étant 

pas capable de stocker le sodium, il doit donc avoir des apports suffisants pour compenser 

ses pertes lors des processus excrétoires et sécrétoires (urine et sueur). En agroalimentaire, 

le sel est impliqué dans la structuration des produits et pour certains d’entre eux, il garantit une 

certaine sécurité microbiologique. Il joue aussi un rôle fondamental dans la qualité 

organoleptique des aliments. La perception du salé dans les aliments est principalement due 

à la présence de chlorure de sodium mais d’autres sels, organiques ou minéraux, peuvent 

présenter une composante salée plus ou moins intense (van der Klaauw and Smith 1995), 

comme par exemple le chlorure de potassium, de lithium, d’ammonium, sulfate, tartrate, 

citrate, acétate de sodium. Cependant la consommation excessive de sel agit comme un 

facteur de développement des maladies cardiovasculaires. C’est pourquoi différentes 

stratégies de réduction ont été menées avec plus ou moins de succès (Salles et al. 2017, 

Thomas-Danguin and Guichard 2019). Elles sont principalement basées sur l’utilisation de 

renforçateurs de l’intensité de perception du salé, de substituants au chlorure de sodium et sur 

la modification de la structure de la matrice alimentaire. Par exemple, la perception du salé est 

renforcée par des arginyl dipeptides présents dans des sauces fermentées et des hydrolysats 

de protéines (Schindler et al. 2011).  

 

La saveur acide peut être recherchée et appréciée dans l’alimentation. On la trouve 

naturellement présente dans certains légumes et fruits parmi lesquels on peut citer l’oseille et 

la rhubarbe. Cette saveur est très largement trouvée dans les fruits tels que les citrons ou les 

agrumes en général, les framboises, les groseilles, les cassis, les raisins, certaines variétés 

de pommes, les kiwis ou encore les tomates. L’acidité peut être utilisée volontairement comme 

par exemple lors de l’emploi du jus de citron dans les préparations culinaires, ou résulter d’un 

processus volontaire de transformation des aliments comme par exemple dans la préparation 

des choucroutes, des vinaigres et des condiments de type cornichons et pickles. Plus 

récemment, l’apparition des bonbons ultra-acides ont vu leurs ventes exploser. Cependant, la 

perception de l’acidité peut être considérée comme un indicateur de la maturité et du degré de 

fermentation des fruits. Elle permet aussi de détecter une contamination microbienne car de 

nombreux micro-organismes produisent des acides. Le goût acide permet aussi de protéger 

l’organisme contre une consommation élevée d’acides qui pourraient endommager les tissus 

et la dentition. En revanche, une faible acidité est perçue comme plaisante alors qu’une forte 

acidité provoque une sensation de rejet (Ganchrow et al. 1986).  
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I.3. Diversité des molécules sucrées 

La détection des molécules sucrées permet l’identification de nutriments riches en 

énergie directement assimilable. Chez de nombreuses espèces animales la saveur sucrée est 

perçue comme une sensation agréable et joue un rôle prépondérant dans le comportement 

alimentaire (molécule appétente). Certains travaux menés chez les rongeurs discutent le 

caractère addictif du sucre (Ahmed et al. 2013, Madsen and Ahmed 2015). De là est née l’idée 

dans la communauté scientifique que chez l’homme le sucre pourrait être addictif au même 

titre qu’une drogue. En fait, il n’en est rien, le sucre et les effets neurochimiques qu’il déclenche 

au niveau du cerveau, ont plus en commun avec les expériences de plaisir normales (comme 

le rire, écouter de la musique) qui provoquent la libération de dopamine, qu’avec les effets de 

la dépendance liée aux médicaments. Il a été montré chez l’homme que le sucre ne contribue 

pas d’avantage à la prise de poids que d’autres sources d’énergie dans l’alimentation mais 

que la consommation d’aliments appétissants (contenant principalement ou uniquement du 

sucre) peut devenir une expérience émouvante ou réconfortante sur le plan émotionnel et 

favoriser sa consommation au-delà des besoins nutritionnels immédiats (Markus et al. 2017). 

 

Article 1 :  
Sweeteners and sweetness enhancers 

 

De nombreuses molécules peuvent générer un goût sucré chez l’être humain. Il est 

intéressant de noter que leurs structures sont très diverses ainsi que leurs propriétés physico-

chimiques. Ce premier article, qui est une mise au point, rédigée en 2017 au début de ma 

thèse, décrit de façon non exhaustive la diversité des molécules sucrées existantes ou 

émergentes. Cette revue de littérature soulève par ailleurs la question du risque potentiel pour 

la santé de ces substituts du sucre compte tenu des rôles nouvellement identifiés du récepteur 

du goût sucré dans la régulation de certains processus métaboliques. Cet article résume les 

connaissances actuelles sur les édulcorants et discute leur potentiel impact sur la santé. 

Cet article est référencé sous :  

 Belloir C, Neiers F, Briand L. Sweeteners and sweetness enhancers. Current 

Opinion in Clinical Nutrition & Metabolic Care. 2017, 20 (4) : 279-285. 
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I.4. La saveur umami 

Proposé pour la première fois en 1908 par le professeur Kikunae Ikeda, le goût umami 

signifie littéralement « goût savoureux » en japonais. Cette saveur est caractéristique de la 

cuisine asiatique.  

Le goût umami n’a pas été reconnu comme tel par la communauté scientifique. Il aura 

fallu attendre les travaux menés par les scientifiques japonais Yamaguchi (Yamaguchi 1987) 

et Kurihara (Kurihara 2015, Kurihara and Kashiwayanagi 2000) pour faire accepter la saveur 

umami comme une saveur fondamentale. L’umami correspond chez l’homme à la saveur 

générée principalement par deux acides aminés, l’acide L-Glu et l’acide L-Asp (Maga 1983, 

Yamaguchi 1991). Le L-Glu est présent naturellement dans de nombreux aliments comme les 

viandes, les fromages, les fruits de mer, les tomates et les champignons. Il a été rapporté que 

le L-Glu sous sa forme acide, présente un goût umami moins perceptible à cause de l’acidité 

(Yamaguchi 1991). Cependant, lorsqu’il est associé aux cations comme le Na+ ou le K+ sous 

forme de sel, son goût umami devient plus prononcé (Kurihara 2015).  

Chez l’Homme adulte, le seuil de détection du glutamate monosodique (MSG) est de 

0,7 mM, seuil inférieur à celui du NaCl qui est de 5,7 mM. Ceci suggère que l’anion glutamate 

apporte à la détection du goût umami une contribution supérieure à celle des cations Na+ et 

K+. Le L-Glu sous forme de glutamate monosodique est couramment utilisé comme exhausteur 

de goût par l’industrie agro-alimentaire ou pour diminuer la teneur en sel des aliments (Maluly 

et al. 2017). Son utilisation est recommandée à hauteur de 0,1-0,8% par kilogramme ce qui 

correspond à la quantité naturellement présente dans les tomates ou le parmesan (Beyreuther 

et al. 2007). Pour le MSG, la quantité de sodium apportée est de 12,28 g/100 g, ce qui 

représente 1/3 de sel comparé au NaCl (39,94 g/100 g). Ainsi, pour un plat cuisiné par exemple 

de 500 g de riz, le remplacement d’une demi-cuillère à café de NaCl (2,5 g) par une demi-

cuillère à café de MSG (2,0 g) réduit le contenu en sel de 37% sans affecter la perception 

salée (Maluly et al. 2017). 

Bien que parfois décrié, aucune étude n’a mis en évidence d’effet toxique du MSG. 

Qu’il soit présent naturellement ou en tant qu’additif, le glutamate est métabolisé et utilisé 

comme source d’énergie par les entérocytes de la muqueuse intestinale (Reeds et al. 2000, 

Tome 2018). La fraction non métabolisée au niveau du tractus gastro intestinal est métabolisée 

par le foie générant de l’énergie via le cycle de Krebs ou convertie en urée puis excrétée dans 

les urines (Burrin and Stoll 2009). On reconnait même aux ingrédients umami des effets 

bénéfiques pour la santé mis en évidence chez le rat et incluant la réduction des dépôts 

graisseux, de la prise de poids et des taux plasmatiques de leptine (Kondoh and Torii 2008). 

La détection de substances umami améliorerait la digestion en stimulant la sécrétion de sucs 

gastriques, sucs pancréatiques et la synthèse d’insuline ainsi que la quantité de salive 
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produite. Chez l’animal, il a été montré que des rats obèses ingérant du MSG présentent des 

taux sanguins de leptine diminués, perdent de la graisse abdominale et prennent moins de 

poids que le groupe témoin. Cependant, le mécanisme responsable de ces effets n’a pas 

encore été démontré (Stanska and Krzeski 2016). Les composés umami régulent les fonctions 

gastro-intestinales (Nakamura et al. 2008) et diminuent le risque d'accident vasculaire cérébral 

et de maladie coronarienne chez l'adulte en réduisant l'apport en sodium dans l’alimentation 

(Aburto et al. 2013, Yamaguchi 1998, Zhang et al. 2017). Les propriétés d’exhausteur du goût 

umami, ainsi que les possibles effets bénéfiques pour la santé des ingrédients umami ont 

engendrés de nombreuses recherches pour trouver de nouvelles substances umami 

(Kunishima et al. 2000, Masic and Yeomans 2014a, Masic and Yeomans 2014b). 

 

D’autres molécules appartenant à des classes chimiques différentes ont été 

rapidement mises en évidence notamment pour leur effet synergique en présence du L-Glu. 

C’est le cas des ribonucléotides comme le guanosine monophosphate (GMP) et l’inosine 

monophosphate (IMP) (Tseng et al. 2005, Yamaguchi 1967, Zhang et al. 2008), deux 

molécules qui possèdent elle-même un goût umami plus prononcé que le L-Glu.  

Certains acides organiques ont été rapportés comme contribuant au goût umami. C’est 

le cas des acides succiniques présents dans le fromage comme par exemple le Comté (Drake 

et al. 2007, Kaneko et al. 2006, Park et al. 2001, Rotzoll et al. 2006, Schlichtherle-Cerny and 

Grosch 1998, Velisek et al. 1978, Zhao et al. 2019), mais aussi de la théanine, de l’acide 

gallique, de la théogalline (Kaneko et al. 2006) ou encore de l’acide pyroglutamique (Buckholz 

and Scharpf 1994).  

Quelques dipeptides et tripeptides possédant un L-Glu en position N-terminale ont été 

décrits comme engendrant un goût umami plus ou moins intense (Grigorov et al. 2003). Par 

exemple, il a été montré que le tripeptide Glu-Ala-Ala présentait un seuil de détection deux fois 

plus bas que le MSG (Roudot-Algaron 1996). Des mélanges de tripeptides ont d’ailleurs été 

brevetés par la société Firmenich S.A. pour leur goût umami prononcé (Frerot and Escher 

1998). Des études récentes ont montré que quelques molécules peptidiques isolées à partir 

d’hydrolysats de protéines de poisson, de bouillon de bœuf, de poulet ou d’autres aliments ont 

un goût umami (Kong et al. 2017, Zhao et al. 2016). La récente revue de Zhang Y et 

collaborateurs rapporte que 52 peptides ont été identifiés comme ayant un goût umami (Zhang 

et al. 2017). Pour autant, vingt d’entre eux montrent des résultats controversés selon les 

études en termes de goût umami.  

 

Face à une demande d’ingrédients alimentaires naturels en constante croissance, on 

observe une augmentation des procédés de fermentation, d’hydrolyse et des techniques de 

préparations séparatives pour isoler et déterminer la structure chimique des peptides d’intérêt 
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pour le goût umami. En effet, les procédés de fermentation des acides aminés sont une 

énorme industrie qui représente plus de 5 millions de tonnes par an à l’échelle mondiale, dont 

2 millions de tonnes pour le glutamate à lui seul. Initialement isolé à partir du gluten de blé par 

hydrolyse acide à chaud, la société Ajinomoto a été pionnière dans la production du glutamate 

par la bactérie gram-positive Corynebacterium glutamicum dès 1956 (Hashimoto et al. 2012, 

Zhao et al. 2016). Aujourd’hui, de nombreuses équipes tentent de synthétiser des peptides 

par expression recombinante en bactérie plutôt que chimiquement pour s’affranchir des effets 

indésirables liés aux résidus des synthèses chimiques. C’est le cas de l’octopeptide Lys-Gly-

Asp-Glu-Glu-Ser-Leu-Ala, au goût umami prometteur produit en bactérie E. coli, mais pour 

lequel les rendements obtenus lors de ces biosynthèses sont encore trop faibles pour une 

production rentable à l’échelle industrielle (Zhao et al. 2018). De plus, bien que l’influence du 

microbiote de fermentation utilisé pour la protéolyse et l’hydrolyse peptidique soit mieux 

maîtrisé, la compréhension des activités métaboliques associées à la formation de dérivés 

peptidiques gustatifs est insuffisante. Une meilleure connaissance des interactions entre les 

composés gustatifs permettra de développer de nouvelles stratégies de fermentation pour 

développer des produits alimentaires plus savoureux, moins amers et moins salés, et pourrait 

fournir de nouveaux ingrédients « propres » pour améliorer le goût d’autres produits 

alimentaires.  

 

 

I.5. La saveur amère 

Notre capacité à détecter et éviter les molécules amères est associée à un mécanisme 

préventif contre l’ingestion d’aliments potentiellement toxiques (Glendinning 1994, Meyerhof 

2005). Ainsi les seuils de détection observés pour les molécules amères sont souvent 

inférieurs à des concentrations micromolaires. Par exemple, chez l’Homme, le seuil de 

perception de la quinine se situe à environ 8 µM. On utilise couramment le dénatonium 

benzoate (composé amer non toxique de synthèse) comme agent aversif dans les produits 

ménagers ou cosmétiques dangereux afin de limiter les risques associés à une ingestion 

volontaire par des enfants. En effet, le dénatonium benzoate est l’une des molécules dont le 

seuil de perception amère est le plus faible, il est détecté à une concentration de 10 nM, il est 

perçu comme étant amer à une concentration aussi faible que 50 nM (Klein-Schwartz 1991). 

Il existe une très grande diversité de molécules amères, même si toutes les molécules 

amères ne sont pas toxiques, beaucoup d’entre elles sont très toxiques comme, par exemple, 

les alcaloïdes. Cependant, toutes les molécules toxiques ne sont pas forcément perçues 

comme amères (Nissim et al. 2017). Un grand nombre de molécules amères naturelles sont 

issues de plantes qui produisent ces composés chimiques comme moyen de défense contre 
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les insectes et les herbivores. De plus, il existe aussi de nombreuses molécules synthétiques 

qui sont amères. Certaines molécules amères peuvent aussi être générées au cours du 

vieillissement des aliments, lors des processus de réactions de Maillard ou lors des processus 

de fermentation (Belitz and Wieser 1985, Hofmann 2009). 

Ainsi, les acides aminés et les peptides libérés par hydrolyse des protéines lors des 

processus de transformation des aliments génèrent des composés amers. Parmi les acides 

aminés acides on trouve le L-Trp, la L-Phe pour les plus amers, suivis de la L-Tyr, la L-Leu, la 

L-Ile, la L-Arg et la L-Val. Leur amertume est souvent comparée à celle de la caféine. Ainsi il 

a été montré que le L-Trp et la L-Phe sont respectivement deux et quatre fois moins amers 

que la caféine. La plupart des acides aminés hydrophobes ont un goût amer et de nombreux 

peptides formés par ces acides aminés sont également amers (Roudot-Algaron 1996, 

Schiffman et al. 1981). Cela indique que l’amertume d’un peptide est dépendante du caractère 

hydrophobe des acides aminés qui le constituent. Différents travaux ont tenté de relier le degré 

d’hydrophobicité des peptides à leur amertume mais cette règle n’est pas généralisable (Cho 

et al. 2004). L’analyse des relations structure-activité de 224 peptides (2 à 14 acides aminés) 

basée sur les paramètres d’hydrophobicité, le nombre de résidus et la masse moléculaire, a 

permis de prédire l’amertume de 48 dipeptides et 12 pentapeptides. Cette étude a mis en 

évidence une forte corrélation entre l’amertume et la présence d’acides aminés hydrophobes 

(volumineux) en position C-terminale et les acides aminés basiques (volumineux) en position 

N-terminale (Kim and Li-Chan 2006). 

Les études portant sur le goût des peptides sont plus récentes. Elles sont en lien direct 

avec les procédés de l’industrie agroalimentaire où l’utilisation d’hydrolysats de protéines 

végétales ou animales est de plus en plus prisée en raison des multiples avantages qu’ils 

confèrent aux produits alimentaires (texture, enrichissement des apports nutritionnels en 

protéines, utilisation en tant qu’exhausteurs de goût). Cependant, l’un des principaux obstacles 

à leur utilisation pouvant réduire leur acceptabilité est le goût amer qu’ils confèrent aux produits 

finaux. Ainsi la détection, la réduction, voire l’élimination des produits amers dans les 

hydrolysats est un objectif majeur pour l’industrie alimentaire. 

Il a été montré que les goûts amers qui apparaissent au cours de la fermentation des 

produits traditionnels japonais (miso, sauce soja…) étaient dus aux peptides présents dans 

les hydrolysats de protéines (Zhao et al. 2016). Pour limiter la formation des peptides amers, 

les industriels utilisent différentes protéases sous forme purifiée, en mélange ou sous forme 

de ferments. Pour limiter la formation des goûts amers lors de leurs procédés, les industriels 

jouent sur le degré d’hydrolyse en faisant varier le temps, la température, ou encore en 

fractionnant les peptides. Des tests d’évaluation sensorielle menés chez l’homme permettent 

ensuite d’évaluer les hydrolysats obtenus (Humiski and Aluko 2007). Récemment, la mise au 

point de méthodes de coacervation d’hydrolysats de protéines de pois avec de la pectine de 
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pomme a permis de réduire l’amertume des produits (Zeeb et al. 2018). Une procédure simple 

de mélange de biopolymères de charge opposée a été utilisée pour générer des coacervats 

complexes composés de protéines et de pectine à base de plantes. L'hypothèse émise est 

qu'une diminution de la charge électrique sur les protéines végétales cationiques pourrait 

réduire leur amertume globale et contribuer ainsi à améliorer l'acceptation sensorielle perçue 

des dispersions de biopolymères. La réduction du goût amer est donc un vrai challenge pour 

les industries agroalimentaires et pharmaceutiques (notamment pour les formes pédiatriques 

des médicaments) qui ont mis en place différentes stratégies physico-chimiques et 

technologiques pour limiter son impact (Coupland and Hayes 2014, Sun-Waterhouse and 

Wadhwa 2013). 

On notera enfin que certains édulcorants utilisés dans l’industrie agro-alimentaire pour 

réduire les quantités de sucres ont un goût amer ce qui limite leur utilisation à de faibles 

concentrations (DuBois and Prakash 2012, Schiffman et al. 1995). Les profils temporels de 

différentes solutions de composés sucrés équivalents à 10% (w/v) de sucrose ont montré que 

l’acesulfame K, le rébaudioside A et le mogroside sont décrits pour avoir un goût amer 

important et persistant. L’allulose, l’érythritol, le sorbitol, l’aspartame et le sucralose sont aussi 

perçus comme amers tout en gardant une prédominance sucrée (Tan et al. 2019). Des tests 

d’expression fonctionnelle des récepteurs à l’amer (récepteurs TAS2R) ont montré que 

l’amertume peut être directement liée à l’interaction des composés sucrés avec certains de 

ces récepteurs. Ainsi, le stéviol glycoside active les récepteurs TAS2R4 et TAS2R14 (Acevedo 

et al. 2016, Hellfritsch et al. 2012, Singla and Jaitak 2016), la saccharine et l’acésulfame K 

activent les récepteurs TAS2R43 et TAS2R31 (ex TAS2R44) (Kuhn et al. 2004, Pronin et al. 

2007), le cyclamate active les récepteurs TAS2R1 et TAS2R38 (Meyerhof et al. 2010). 

L’amertume de l’acésulfame K a aussi été corrélée au polymorphisme génétique des 

récepteurs TAS2R9 et TAS2R31 (Allen et al. 2013). De façon surprenante le mélange du 

cyclamate à de la saccharine permet de réduire l’amertume tout en augmentant l’intensité 

sucrée. Le mécanisme impliqué dans ce phénomène est lié à l’inhibition des récepteurs 

TAS2R31 et TAS2R43 par le cyclamate et dans une moindre mesure à l’inhibition du récepteur 

TAS2R1 par la saccharine (Behrens et al. 2017). 

 

I.6. Vers de nouveaux goûts 

Depuis quelques années, de nouvelles saveurs ont été proposées comme le goût du 

gras ou du calcium (kokumi) en lien avec la découverte de récepteurs aux acides gras et au 

calcium dans le système gustatif.  
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 Le goût du gras 

Ainsi, il a été proposé que le goût du gras constitue une nouvelle qualité gustative 

fondamentale (Besnard et al. 2016, Mattes 2009, Running et al. 2015). Longtemps, le goût du 

gras a été réduit à la détection de ses propriétés physiques véhiculées par le nerf trijumeau et 

de ses propriétés vis-à-vis de l’olfaction dues à ses interactions avec des molécules odorantes 

associées à ce goût, perçues par la voie rétronasale. Des études menées sur les rongeurs 

ayant le choix entre une solution témoin et une solution mimant la texture du gras sans son 

odeur ont montré leur préférence pour la solution contenant des acides gras prouvant ainsi 

que l’attirance n’est pas simplement due à l’olfaction (Gilbertson and Khan 2014). Les résultats 

chez l’Homme ont été similaires avec cependant des variabilités interindividuelles importantes 

selon la sensibilité au gras des sujets. 

Un détecteur membranaire, le transporteur d’acide gras CD36, a été découvert dans 

les bourgeons du goût des papilles caliciformes de souris (Laugerette et al. 2005). Ce 

détecteur possède une forte affinité pour les acides gras libres à longue chaîne et la déletion 

de son gène (souris KO) confirme son implication dans la perception gustative des acides gras 

chez les rongeurs (Laugerette et al. 2005, Sclafani et al. 2007). Chez l’Homme, la détection 

d’acides gras libres à longue chaîne a également été mise en évidence au niveau de la langue 

(Chale-Rush et al. 2007). Des travaux ont montré que le détecteur CD36 est exprimé au niveau 

du pôle apical des papilles caliciformes et fongiformes (Simons et al. 2011) suggérant comme 

pour les rongeurs un rôle dans la perception gustative des acides gras. De même les 

récepteurs couplés aux protéines G : GPR40 et GPR120 (Cartoni et al. 2010, Sclafani et al. 

2007), encore appelés FFA receptor 1 (FFAR1) et FFA receptor 4 (FFAR4) ont été proposés 

pour intervenir dans la détection du goût du gras car ils sont activés par les acides gras à 

moyenne et longue chaîne. Des souris KO pour ces récepteurs ont montré une diminution de 

la réponse nerveuse gustative à la stimulation orale par des acides gras libres et une 

préférence plus faible pour l’acide oléique et linoléique que les animaux de type sauvage 

(Cartoni et al. 2010). Cependant seul le récepteur GPR120 a été mis en évidence au niveau 

du bourgeon du goût et de l’épithélium entourant le bourgeon du goût (Galindo et al. 2012). 

Des mécanismes d’activation complexes impliquant CD36, GPR40 et GPR120 semblent mis 

en jeu et restent encore à élucider. 

 

 Le goût du calcium 

Le calcium intervient dans de nombreux processus physiologiques. Des carences en 

calcium sont souvent impliquées dans des problèmes de santé comme l’ostéoporose, les 

maladies des reins, l’obésité, les maladies cardio-vasculaires et l’hypertension. Le calcium est 

donc un composant important de nombreuses fonctions cellulaires, il est alors essentiel que 
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les animaux puissent détecter les sources de ce précieux cation. Bien que le goût du calcium 

soit difficilement caractérisable, l’être humain est capable de le différencier parmi d’autres 

types de sels (Lim and Lawless 2005). 

Le récepteur pour la détection du calcium est un récepteur appartenant à la classe C 

des récepteurs couplés aux protéines G : le CaSR (récepteur senseur au calcium 

extracellulaire). Ce récepteur a été initialement détecté dans les glandes parathyroïdes (Silve 

et al. 2005). Il est également exprimé dans d'autres tissus, tels que le foie, le cœur, les reins 

et la cavité buccale (Ohsu et al. 2010). Le CaSR joue un rôle important dans l'homéostasie du 

calcium, et une augmentation de la concentration de calcium dans le sang l’active, entraînant 

une sécrétion de calcitonine (Ohsu et al. 2010). Le CaSR est exprimé dans la cavité buccale, 

et plus spécifiquement dans les cellules gustatives de type II et de type III (San Gabriel et al. 

2009). Des études ont suggéré que CaSR pourrait former un dimère avec le récepteur TAS1R3 

(sous-unité commune aux récepteurs des goûts sucré et umami) dans les cellules du goût 

pour détecter le calcium (Tordoff et al. 2012). En accord avec cette suggestion, il a été 

démontré que les cellules exprimant TAS1R3 sont capables de répondre au calcium et non au 

magnésium de manière dose dépendante (Tordoff et al. 2012). De plus, des tests cellulaires 

ont montré qu’un inhibiteur du goût sucré, le lactisole, dont le site de liaison se trouve dans le 

domaine transmembranaire de TAS1R3, inhibe l’activation du récepteur TAS1R3 par le 

calcium (Tordoff et al. 2012). Ces données confirment le rôle de la sous-unité TAS1R3 dans 

la détection du goût du calcium. 

 

 La saveur kokumi 

La saveur kokumi (en japonais, « la bouche bien remplie ») est une sensation gustative 

proposée il y a environ 25 ans au Japon (Ueda et al. 1990, Ueda et al. 1997). Les molécules 

de kokumi n'ont pas de goût en elles-mêmes, mais elles synergisent d'autres saveurs telles 

que l'umami, le sucré et le salé. La molécule de référence de la sensation de kokumi est le 

glutathion (GSH) (Ueda et al. 1990, Ueda et al. 1997). Récemment, le récepteur CaSR a été 

montré comme participant à la détection du goût kokumi chez l'homme. En effet, il a été 

démontré que les agonistes du CaSR sont capables de provoquer le goût de kokumi chez 

l'homme et à l’inverse les molécules qui activent le CaSR dans des tests cellulaires génèrent 

bien un goût kokumi (Ohsu et al. 2010). En testant différents agonistes de ce récepteur, il a 

été découvert une molécule provoquant la saveur kokumi à faible concentration: le tripeptide 

γ-Glu-Val-Gly (Amino et al. 2016, Maruyama et al. 2012, Ohsu et al. 2010). Ce tripeptide a 

récemment été autorisé comme additif alimentaire.  
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I.7. Perception trigéminale (astringence, frais et épicé) 

La perception trigéminale est une sensibilité qui n’est pas associée à un organe 

sensoriel spécialisé. Cette sensibilité chimique correspond à l’activation du nerf trijumeau qui 

innerve toutes les muqueuses du visage. La perception trigéminale permet de détecter le 

piquant du poivre, le brûlant du piment (capsaïcine), le frais du menthol ou encore le pétillant 

des boissons gazeuses (CO2). La perception trigéminale permet également la détection de 

l’astringence générée par exemple par certains vins ou par le thé (riches en polyphénols).  

De nombreuses études tentent d’identifier les mécanismes moléculaires et cellulaires 

mises en jeu dans la perception trigéminale. Cela a souvent été réalisé en initiant des travaux 

à partir des molécules responsables de ces sensations (Gerhold and Bautista 2009). En 

construisant une banque d’ADNc à partir d’ARN messager dérivé des neurones du ganglion 

spinal, les travaux de Caterina et collaborateurs ont permis d’identifier le transient receptor 

potential vanilloid (TRPV1) comme récepteur potentiel de la capsaïcine (Caterina et al. 1997). 

En utilisant la même stratégie, le canal ionique transient receptor potential melastatin TRPM8 

a été mis en évidence comme la cible moléculaire du menthol (McKemy et al. 2002, Yin and 

Wu 2018).  

L’astringence est souvent décrite comme une perception tactile avec une sensation de 

dessèchement, de rugosité ressentie dans la bouche. Les tannins sont les principaux 

polyphénols végétaux responsables de l’astringence et sont connus pour leur capacité à se 

lier et à précipiter les protéines. Les mécanismes impliqués ne sont pas encore parfaitement 

élucidés. Parmi les hypothèses, la sensation d’astringence serait liée à une action mécanique 

directe des tannins avec la pellicule mucosale qui recouvre la langue conduisant à une perte 

de lubrification et une augmentation des forces de friction à la surface de la muqueuse orale. 

D’autres hypothèses proposent que les Protéines Riches en Proline (PRP) présentes dans la 

salive joueraient un rôle de protection et de prévention de l’astringence en captant les tannins 

(Canon et al. 2018). Les travaux de Schobel et collaborateurs menés in vivo chez l’Homme et 

les mesures par imagerie calcique réalisées chez la souris sur des neurones issus des 

ganglions trigéminaux stimulés par l’epigallocatechine gallate, ont permis d’émettre 

l’hypothèse de l’intervention d’un récepteur couplé aux protéines G (Jiang et al. 2014, Schobel 

et al. 2014). 
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II. Anatomie du système gustatif périphérique 

La sensation gustative est perçue grâce à des récepteurs situés dans les bourgeons 

gustatifs. La cavité orale chez l’Homme contient en moyenne 5000 bourgeons gustatifs qui 

sont, soit regroupés dans des papilles gustatives, soit directement présents au sein de la cavité 

buccale, sur le voile du palais, l’épiglotte, le pharynx et le larynx (Breslin and Huang 2006, 

Miller and Spangler 1982). L’activation des détecteurs du goût par des molécules sapides 

entraîne une dépolarisation de la cellule gustative qui va libérer un neurotransmetteur à 

proximité des neurones situés à la base des cellules. Ces neurones activés vont ensuite 

propager l’information gustative vers plusieurs relais, jusqu’au cerveau. 

 

II.1. La langue, les papilles gustatives 

Il existe quatre types de papilles gustatives classées selon leur morphologie (Figure 

2). Les plus nombreuses sont les papilles filiformes présentes sur toute la surface de la langue 

qui lui donnent son aspect rugueux. Elles ne contiennent pas de bourgeon du goût mais elles 

participent à la perception gustative en fournissant des informations sur la texture des aliments. 

Les papilles fongiformes sont réparties sur les deux tiers antérieurs de la langue 

(Chandrashekar et al. 2006). Elles possèdent un petit nombre de bourgeons du goût (1 à 3) 

positionnés dans leur partie apicale.  

Les papilles foliées forment de petits sillons sur les côtés de la région postérieure de la 

langue. Elles contiennent un nombre variable de bourgeons du goût allant d’une dizaine à une 

centaine (Witt et al. 2003).  

Sur le tiers postérieur de la langue se situent les papilles caliciformes caractérisées par 

leur forme en calice. Elles possèdent une dépression circulaire connectée à la base à des 

glandes salivaires, appelées glandes de Von Ebner, qui produisent et sécrètent différentes 

enzymes dont des lipases et l’anhydrase carbonique VI (Hamosh 1990, Leinonen et al. 2001) 

ainsi que certaines protéines de transport (lipocalines) (Kock et al. 1994). Chez l’Homme, on 

dénombre une dizaine de papilles caliciformes formant un arc et contenant environ 250 

bourgeons du goût, alors que les rongeurs n’en possèdent qu’une seule en position centrale. 
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II.2. Les bourgeons du goût 

Les bourgeons du goût sont le siège de la détection des molécules sapides (Figure 3). 

Ce sont des structures microscopiques (50 µm de diamètre) constituées de 50 à 100 cellules 

gustatives reliées entre elles par des jonctions serrées (Breslin and Huang 2006). Une 

ouverture étroite, appelée pore gustatif, connecte les extrémités apicales des cellules 

gustatives au milieu extérieur (Roper 1992). Ainsi, lors de la prise alimentaire, les molécules 

sapides dissoutes dans la salive vont entrer dans les bourgeons gustatifs via ce pore. Elles 

seront ensuite détectées par les récepteurs ancrés dans la membrane des cellules gustatives. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Anatomie du système gustatif périphérique. 

La langue est recouverte de quatre types de papilles : caliciformes, foliées, fongiformes et filiformes. 
Seules les trois premières contiennent des bourgeons gustatifs. Chaque bourgeon renferme des cellules 
gustatives dont les microvillosités affleurant par le pore gustatif portent les récepteurs du goût (d’après 
Science & Santé 2016, n°32, Inserm, Image Oliver AUDY). 
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II.3. Les cellules gustatives 

Les cellules gustatives ont une durée de vie très courte (environ 10 jours) et sont 

remplacées continuellement (Farbman 1980). On distingue quatre types principaux de cellules 

gustatives, définis selon la forme de la cellule, son positionnement dans les bourgeons 

gustatifs et son apparence en microscopie électronique (Roper 2013) (Figure 4).  

Les cellules de type I (glial-like cell) sont des cellules de forme allongée et présentant 

de longues microvillosités à leur pôle apical. Elles sont parfois appelées « cellules sombres » 

du fait de leur apparence en microscopie. Elles sont les plus importantes et représentent entre 

50-60% des cellules qui composent le bourgeon (Chaudhari and Roper 2010). Elles jouent un 

rôle de soutien. Les cellules de type I expriment un transporteur du glutamate et de l’aspartate 

appelé GLAST (Lawton et al. 2000), ainsi qu’une ecto-ATPase, la nucléoside triphosphate 

diphosphohydrolase-2 qui hydrolyse les composés 5′-triphosphates extracellulaires comme 

l’ATP extracellulaire, limitant ainsi leur diffusion (Bartel et al. 2006). Les cellules de type I de 

souris présentent les mêmes propriétés que les cellules gliales du système nerveux. Ces 

cellules pourraient donc jouer plus qu’un rôle de soutien (Bigiani 2001). Bien qu’elles 

possèdent à la fois de longues microvillosités étendues à la surface du pore gustatif et qu’elles 

soient, chez certaines espèces, capables de faire des synapses avec des neurones, il reste 

encore incertain que ces cellules soient impliquées dans la détection et la transduction du 

signal gustatif. Les cellules de type I sont sensibles au goût salé et impliquées dans les 

Figure 3 : Organisation d'un bourgeon du goût. 

Au sein de la papille gustative, les cellules gustatives sont organisées en un paquet sous la forme 
d’un oignon. L’extrémité apicale des cellules gustatives forme le pore gustatif en contact avec la salive 
et les molécules sapides. Sur la partie basale du bourgeon gustatif, les fibres nerveuses afférentes 
forment des synapses avec des cellules spécifiques et se projettent vers le système nerveux 
périphérique (d’après Science & Santé 2016, n°32, Inserm, Image Oliver AUDY). 
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courants ioniques. En effet, deux études ont montré qu’elles expriment également un canal au 

sodium épithélial (ENaC) sensible à l’amiloride (Shigemura et al. 2008, Vandenbeuch et al. 

2008) qui est le principal canal impliqué dans la détection du goût salé (Chandrashekar et al. 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les cellules de type II (receptor cell), appelées aussi « cellules claires », présentent 

des microvillosités plus courtes que les cellules de type I. Elles constituent environ 35% des 

cellules totales du bourgeon. Elles portent les récepteurs gustatifs au goût amer, sucré et 

umami qui appartiennent tous à la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). 

On retrouve ainsi les récepteurs hétérodimériques TAS1R1/TAS1R3 et TAS1R2/TAS1R3 

impliqués respectivement dans la perception des composés umami et sucrés (Hoon et al. 

1999) ainsi que la famille des récepteurs à l’amer appelés TAS2R (Adler et al. 2000, 

Matsunami et al. 2000). Ces cellules expriment également des protéines impliquées dans les 

voies de transduction des signaux gustatifs comme la phospholipase C β2 (PLCβ2) (Clapp et 

al. 2004) le canal ionique TRPM5 ou transient receptor potential melastatin 5 (Perez et al. 

Figure 4 : Les principaux types de cellules gustatives. 

Les bourgeons gustatifs contiennent différents types de cellules gustatives : les cellules de type I (glial-
like cell), les cellules de type II (taste receptor cells) et les cellules de type III (presynaptic cells). Chaque 
type de cellule est capable de répondre à une modalité de goût et exprime les récepteurs impliqués 
dans cette détection. Seules les cellules de type III forment des synapses avec des fibres nerveuses 
afférentes. Les autres types de cellules communiquent via la sécrétion d'un certain nombre de 
neurotransmetteurs dans leur environnement reçu par les fibres nerveuses afférentes sans formation 
de synapse. 
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2002), l’IP3R3 ou récepteur 3 à l’inositol 1,4,5-triphosphate (Clapp et al. 2001) et la protéine 

G appelée -gustducine (Yang et al. 2000b). Elles ne forment pas de synapses 

conventionnelles avec les fibres nerveuses mais communiquent via la libération d’ATP qui agit 

comme neurotransmetteur et exciterait les cellules de type III et les fibres sensibles afférentes 

(Finger et al. 2005, Huang et al. 2007). 

 

Les cellules de type III (presynaptic cell), aussi appelées cellules intermédiaires 

transfèrent le signal gustatif via la formation de synapses avec les fibres afférentes des nerfs 

gustatifs (Murray 1986, Roper 2007). Elles sont directement stimulées par le goût acide et 

indirectement par le goût sucré, amer et l'umami. Ces cellules semblent intégrer de multiples 

stimuli générés dans le bourgeon gustatif. Il a été montré que ces cellules possèdent de 

nombreux composants synaptiques tels que la SNAP25, synaptosomal-associated protein 25 

kDa, protéine impliquée dans la fusion des vésicules synaptiques à la membrane durant 

l’exocytose (Yang et al. 2000a), la NCAM ou Neural Cell Adhesion Molecule (Nelson and 

Finger 1993), la sérotonine (Yee et al. 2001) et des enzymes participant à la synthèse de 

l’acide -aminobutyrique (GABA) (DeFazio et al. 2006, Trubey et al. 2006). Les cellules de type 

III expriment également les récepteurs purinergiques P2X2 et P2X3 grâce auxquels elles 

communiquent avec les cellules de type II via l’ATP (Finger et al. 2005). Les cellules 

présynaptiques libèrent différents neurotransmetteurs comme la sérotonine, la norépinephrine 

et le GABA. Les neurotransmetteurs ainsi libérés vont activer les neurones situés à la base 

des cellules gustatives et propager l’information gustative vers plusieurs relais, jusqu’au 

cerveau.  

 

Enfin, les précurseurs de cellules gustatives, autrefois appelées cellules de types IV, 

constituent un petit groupe hétérogène de cellules situées vers la base de la structure des 

bourgeons gustatifs. On pensait initialement que ces cellules étaient les cellules progénitrices 

exclusives des types différenciés de cellules gustatives présentes dans le bourgeon du goût. 

En fait, des travaux récents chez la souris ont montré la présence de la protéine Sonic 

Hedgehog (SHH) dans de multiples types cellulaires qui entourent le bourgeon du goût. La 

protéine SHH qui joue un rôle clef dans la régulation de l’organogénèse et plus 

particulièrement dans l’orientation des cellules souches et leur différenciation a été mise en 

évidence dans plusieurs types de cellules épithéliales qui entourent le futur bourgeon du goût 

et contribuent à son renouvellement (Castillo et al. 2014, Liu et al. 2013). En effet, des études 

par immuno-marquages ont permis de mesurer la durée de vie et le renouvellement des 

différents types cellulaires du bourgeon du goût et ont mis en évidence des durées de vie 

différentes des types de cellules gustatives. Ainsi la demi-vie des cellules de type II est estimée 
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à 8 jours alors que les cellules de type III, plus longues à se différencier survivraient jusqu’à 

44 jours (Perea-Martinez et al. 2013). 

 

 

II.4. Neurotransmetteurs 

Du fait que seules les cellules de type III possèdent des synapses conventionnelles 

pour activer les fibres nerveuses afférentes, on a longtemps cru que les cellules de type II et 

de type III communiquaient entre elles via des jonctions de type gap-junction. En fait, le 

système de transmission du signal entre cellules est bien plus complexe. Les cellules 

gustatives communiquent via la libération de neurotransmetteurs qui excitent les cellules de 

type III et les fibres sensibles afférentes. Les neurotransmetteurs ainsi libérés activent les 

neurones situés à la base des cellules gustatives et propagent l’information gustative vers 

plusieurs relais, jusqu’au cerveau. 

Au moins cinq neurotransmetteurs ont été identifiés au niveau des papilles gustatives 

comme l’ATP, la sérotonine (5-HT), l’acide -aminobutirique (GABA), l’acétylcholine et la 

noradrenaline (Roper and Chaudhari 2017). De plus plusieurs peptides fonctionnant comme 

des hormones ou des neuromodulateurs sont capables d’interagir avec le système gustatif en 

influençant la sensibilité des papilles gustatives (Calvo and Egan 2015). C’est notamment le 

cas des hormones glucagon et glucagon-like peptide 1 et 2 (GLP-1 et GLP-2), du peptide vaso 

intestinal (VIP peptide), de la cholecystokinine (CCK) et du neuropeptide Y (NPY) qui sont 

synthétisés par les cellules gustatives. On a pu mettre en évidence l’expression de la ghréline, 

hormone intervenant dans la régulation de l’appétit dans les quatre types cellulaires et 

l’expression de la galanine, hormone intervenant dans la régulation de la prise alimentaire, 

dans les cellules de type II et de type III (Dotson et al. 2013). Les récepteurs de la 

vasopressine, hormone de régulation de l’appétence pour le sel et de la natriurèse (teneur en 

sodium de l’urine) sont présents dans les cellules de type I qui permettent de détecter la saveur 

salée. Les récepteurs de la leptine, hormone impliquée dans la régulation de la dépense 

énergétique, le poids corporel, la masse grasse et le comportement alimentaire, sont exprimés 

dans les cellules de type II. L’ensemble de ces données montrent une interaction entre les 

différents types de cellules gustatives via différentes voies de régulation hormonale qui assure 

le maintien et la régulation de l’homéostasie cellulaire au niveau des bourgeons du goût. 
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II.5. Nerfs gustatifs 

Trois branches principales des nerfs crâniens assurent l’innervation périphérique des 

bourgeons gustatifs : la corde du tympan, (une branche du nerf facial VII), le nerf 

glossopharyngien (IX) et le nerf vague (X) (Figure 5).  

Les bourgeons du goût situés dans les papilles foliées et caliciformes présentes sur la 

partie postérieure de la langue sont innervés par le nerf glossopharyngien. Ce nerf transmet à 

la fois des informations somesthésiques et chimiosensorielles (gustatives) alors que la corde 

du tympan véhicule uniquement les informations gustatives. La corde du tympan innerve les 

papilles fongiformes et foliées situées sur les deux tiers antérieurs de la langue. On notera que 

le nerf trijumeau (V) assure la transmission des sensibilités à la douleur, thermique et tactile 

via sa branche linguale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans la cavité buccale, la langue est innervée par quatre branches principales de nerfs crâniens : la 
corde du tympan, (une branche du nerf facial VII), le nerf glossopharyngien (IX), le nerf vague (X) et le 
nerf trijumeau (V) (d’après Margolskee, 2005). Les nerfs gustatifs se projettent dans le système 
nerveux central et le cortex gustatif à travers une structure spécifique du tronc cérébral appelée noyau 
du tractus solitaire (d’après Science & Santé 2016, n°32, Inserm, Image Oliver AUDY). 

Figure 5 : Neuroanatomie du système gustatif. 
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Les informations véhiculées par les différentes fibres afférentes se projettent ensuite 

vers un premier relais gustatif appelé noyau du faisceau solitaire (NFS) ou noyau du tractus 

solitaire (NTS) situé dans le bulbe. Le NFS est le centre de convergence des afférences 

intéroceptives viscérales et des trois modalités sensorielles que sont l’olfaction, la gustation et 

la somesthésie. Ce nerf est projeté ensuite au niveau cortical dans la partie parvo-cellulaire 

du thalamus ventro-postéromédian (VPMpc) ipsilatéral (Travers and Norgren 1995) puis dans 

le lobe pariétal et l’opercule de l’insula au niveau de l’aire gustative corticale. Il a été montré 

par imagerie par résonance magnétique, que la perception hédonique de certaines molécules 

sapides implique l’hypothalamus latéral et le complexe orbito-frontal (Rolls 1997). 

 

II.6. Le codage de l’information gustative 

Actuellement, le débat est ouvert pour déterminer comment les informations provenant 

des papilles gustatives sont transmises au système nerveux central et, en particulier, comment 

les signaux permettent de discriminer les goûts sucré, acide, salé, amer et umami. Les 

mesures d'expression des récepteurs du goût dans les papilles gustatives ont montré que les 

récepteurs TAS2R, qui détectent les stimuli amers, ne se trouvent pas dans les cellules 

exprimant les récepteurs TAS1R, qui détectent les stimuli sucrés ou umami (Nelson et al. 

2001).  

Le codage gustatif fait encore l’objet de deux hypothèses. La première hypothèse dite 

des lignes dédiées ou labelled-line model, stipule que la modalité gustative reconnue par les 

cellules gustatives ne pourrait être relayée jusqu’au cerveau que par des fibres nerveuses 

spécifiques à chaque qualité gustative (Frank 1973, Liman et al. 2014, Reiter et al. 2015). 

Cette hypothèse est étayée par les résultats de travaux menés sur souris qui ont mesurés la 

réponse préférentielle de fibres afférentes individuelles à une seule modalité gustative. 
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Dans la seconde hypothèse dite de codage combinatoire l’information qualitative 

déclenchée par un stimulus gustatif serait encodée par l’activation de plusieurs fibres 

afférentes différentes (Carleton et al. 2010, Liman et al. 2014, Reiter et al. 2015) (Figure 6). 

La combinaison globale de ces fibres activées encoderait alors la qualité gustative, comme 

par exemple le sucré. Un tel codage combinatoire est établi pour caractériser la 

reconnaissance des odeurs dans le système olfactif. Ainsi, chaque cellule gustative répond à 

un seul type de stimulus mais une même fibre afférente pourrait véhiculer plusieurs modalités 

gustatives. Cette hypothèse est soutenue par un grand nombre d’expérimentations en 

électrophysiologie réalisées sur rongeurs qui ont révélé l’existence de neurones hautement 

réglés, également appelés « spécialistes », qui ne répondent qu’aux stimuli d’une seule qualité 

gustative. Cependant, ces mêmes enregistrements révèlent également l’existence de 

neurones appelés « généralistes » qui répondent à deux qualités gustatives différentes ou 

Les cellules de type II des bourgeons gustatifs sont généralement accordées sur une qualité gustative 
(par exemple, amère, sucrée ou salée, ici l’umami a été omis pour plus de clarté): elles sont dites 
«spécialistes». Les cellules de type III détectent les goûts acides et répondent également à d'autres 
stimuli gustatifs via une communication cellule à cellule (paracrine) au sein du bourgeon gustatif 
(représenté par les flèches situées entre les cellules du bourgeon gustatif). Ainsi, les cellules de type 
III peuvent être qualifiées de «généralistes». Certains neurones ganglionnaires afférents reçoivent des 
informations de cellules gustatives qui répondent à une qualité gustative unique et seraient donc des 
neurones spécialisés. D’autres neurones ganglionnaires afférents reçoivent les informations de 
nombreuses cellules gustatives ou de type III et sont donc des neurones «généralistes» multi- 
sensibles. Les cellules ganglionnaires sensorielles convergent vers les neurones du cerveau postérieur 
dans le noyau du tractus solitaire puis transmettent l’information à d’autres neurones vers le cortex 
gustatif (d’après Roper et Chaudhari, 2017). 

Figure 6 : Modèle de codage combinatoire de l’information gustative. 
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plus. Les proportions relatives de ces neurones spécialistes et généralistes varient 

considérablement en fonction de l'espèce, du choix des stimuli présentés et de la 

concentration du stimulus. De plus, souvent, un stimulus gustatif est plus efficace pour un 

neurone donné mais cette propriété n'est pas toujours fixe. Parfois l’augmentation de la 

concentration de la molécule sapide convertit les neurones spécialistes en neurones 

largement réactifs (Wu et al. 2015). De même, les neurones activés par de faibles 

concentrations de stimulus acquièrent une modalité gustative différente à des concentrations 

plus élevées. Ces observations sont en contradiction avec le modèle de codage du goût de la 

ligne dédiée. En plus de ce codage spatial, il a été montré que la qualité gustative serait codée 

de manière temporelle (Lemon and Katz 2007). 

 

III. Les récepteurs du goût 

III.1. Les détecteurs au salé et à l’acide 

 Salé 

Les mécanismes cellulaires et moléculaires à la base de la détection du goût salé ne 

sont pas encore bien connus. Il existe des différences importantes entre les espèces dans la 

détection du goût salé, ce qui rend difficile la généralisation des résultats obtenus chez les 

rongeurs pour l'homme (Liman et al. 2014). Les recherches sur le goût salé ont été facilitées 

par les propriétés de l’amiloride, un composé diurétique dérivé de la guanine qui agit comme 

un inhibiteur du goût salé chez le rongeur et l’homme (Halpern 1998). Chez les rongeurs, 

l'application d'amiloride sur la langue inhibe la détection du NaCl à faibles concentrations, alors 

que l'homme est beaucoup moins sensible à l'amiloride et conserve une certaine sensibilité 

au NaCl (Schiffman et al. 1983). L'amiloride n'inhibe pas la détection du sel aux fortes 

concentrations. Il a été montré que le sel à faible concentration était perçu par les cellules 

gustatives de type I (Vandenbeuch et al. 2008) alors que le sel à haute concentration active 

les cellules gustatives de type III et de type II amer (Oka et al. 2013, Roper 2015). 

Du point de vue moléculaire il a été montré que l'amiloride est un puissant inhibiteur du 

canal de transport sélectif aux ions Na+ appelé canal au sodium épithélial (ENaC). Cette 

observation suggère le rôle de ce récepteur dans la perception du salé. Le canal ENaC est 

formé de trois sous-unités homologues, appelées α, β et γ qui sont encodées par 3 gènes 

distincts (Oka et al. 2013, Roper 2015). La structure précise du canal ENaC humain a été 

résolue par cryo-EM en 2018 et a confirmé l’assemblage du canal ionique sous la forme d’un 

hétérotrimère constitué des trois chaînes ,  et  (Noreng and Bharadwaj 2018). Les trois 

sous-unités s’associent côte à côte, selon un mécanisme encore inconnu, pour former un tube 

étroit à travers la membrane et un grand domaine extracellulaire (Figure 7). Vues de l'extérieur 
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de la cellule, les sous-unités forment un anneau étroit orienté dans le sens inverse des aiguilles 

d'une montre (Noreng and Bharadwaj 2018). Le rôle de l'ENaC dans la perception du goût 

salé est également appuyé par les résultats obtenus sur des souris ENaC- / - KO chez 

lesquelles on observe une perte totale d’attraction et de réponse au goût salé (Chandrashekar 

et al. 2010). Ces auteurs ont étudié plus en avant le phénomène lié aux concentrations élevées 

en sel et ont conclu que, bien que l'amiloride n'inhibe pas la réponse aux concentrations 

élevées en sel, il supprimait complètement le potentiel du récepteur transitoire au melastatine 

5 (TRPM5) et PKD2L1, suggérant leur implication possible dans le mécanisme de transduction 

de la détection de sel à haute concentration (Chandrashekar et al. 2010). Cela est conforme 

à l'observation précédente selon laquelle des concentrations élevées de sel sont perçues par 

les cellules gustatives de type III et de type II qui expriment respectivement PKD2L1 et TRPM5 

(Oka et al. 2013, Vandenbeuch et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peu de choses sont connues sur l’influence réelle de modulateurs et des anions 

associés (contre ions) sur l’activation du récepteur au salé. De plus, dans certains cas, le 

renforcement de la perception du salé semble plutôt expliqué par une action inhibitrice sur les 

récepteurs d’autres saveurs (amertume…). La transduction du signal via d’autres mécanismes 

indépendants du canal ENaC existe donc mais reste à découvrir, tout comme l’identité exacte 

des types cellulaires capables de répondre aux stimuli salés (Roper 2015). 

Les sous-unités , , et  sont colorés respectivement en bleue, rouge et magenta. Les anticorps 
monoclonaux de souris 7B1 (en vert) et 10D4 (en beige) sont dirigés contre les épitopes ENaC et sont 
utilisés pour stabiliser la structure (d’après Noreng et al., 2018).  

Figure 7 : Structure du canal ionique ENaC humain résolue par cryo-EM. 
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 L’acide 

Le mécanisme de détection de la saveur acide a été difficilement élucidé et de 

nombreux canaux et récepteurs candidats ont été proposés (Huang et al. 2006). Il est difficile 

d’étudier la transduction du goût acide et sa réponse neuronale car le système trijumeau qui 

innerve la langue est également sensible aux stimuli acides (Liman et al. 2014).  

Dans un premier temps, il a été montré que le canal ionique PKD2L1, canal non sélectif 

de transport de cations, était nécessaire à la détection du goût acide au niveau neuronal. Ce 

canal ionique fait partie de la famille des TRP. Les marquages immunohistochimiques des 

papilles de souris ont montré que PKD2L1 n’est exprimé que dans les cellules gustatives de 

type III et plus particulièrement au niveau de l’extrémité apicale des pores du bourgeon du 

goût. Les souris PKD2L1-/- perdent leur capacité à réagir à l’acide citrique, l’acide chlorhydrique 

et l’acide tartrique ce qui laisse supposer que PKD2L1 joue un rôle dans la détection de ces 

acides (Huang et al. 2006). La protéine PKD1L3 est aussi soupçonnée d’intervenir dans la 

détection du goût acide. Les protéines PKD1L3 et PKD2L1 sont co-exprimées au niveau des 

cellules gustatives. Des tests d’activité fonctionnelle réalisés sur cellules hétérologues ont 

montré que la co-expression de PKD1L3 et PKD2L1 entraîne une réponse des cellules à divers 

acides mais pas à d’autres classes de substances gustatives. Cette co-expression semble 

donc nécessaire à leur activité fonctionnelle (Ishimaru 2015, Ishimaru et al. 2006).  

Des études supplémentaires menées sur les papilles caliciformes (Chang et al. 2010) 

et les papilles fongiformes (Bushman et al. 2015), ont confirmé que les cellules exprimant 

PKD2L1 sont effectivement impliquées dans la détection du goût acide. Cependant, les 

auteurs proposent que la transduction gustative ferait intervenir un autre mécanisme de 

détection qui impliquerait un canal à un proton sensible au zinc. Des études récentes ont aussi 

mis en évidence l’intervention d’autres canaux ioniques pouvant notamment intervenir dans la 

réponse des cellules à l’acide. C’est notamment le cas du canal potassique KIR2.1 sensible 

au zinc dont la réponse aux acides faibles suggère un mécanisme d’amplification du signal 

intracellulaire (Roper and Chaudhari 2017, Ye et al. 2016). 

 

Récemment, l’analyse transcriptomique comparative des cellules gustatives de souris 

sensibles ou non au zinc, a permis d’identifier la protéine Otopetrin1 (OTOP1) comme un 

candidat intervenant dans la détection du goût acide (Montell 2018, Tu and Cooper 2018). La 

conservation évolutive de la famille de gène Otop et sa distribution tissulaire étendue 

suggèrent un rôle important des canaux à protons en physiologie et physiopathologie (Tu and 

Cooper 2018). Teng et collaborateurs ont montré que les souris chez lesquelles Otop1 est 

génétiquement inactivé ont une réponse cellulaire nerveuse et gustative aux acides 

sévèrement diminuée, indiquant que Otop1 fonctionne comme un récepteur du goût acide 
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(Teng et al. 2019). La récente résolution de la structure cristalline de Otop1 du zebrafish (44% 

d’identité avec OTOP1 humaine) et Otop3 du poulet (56 % d’homologie avec OTOP3 humaine) 

offre un point de départ pour les études mécanistiques sur les otopétrines (Saotome and Teng 

2019). Les structures montrent qu'Otop1 et Otop3 sont des homodimères de forme cuboïde 

ayant des dimensions d'environ 70 × 50 × 50 Å et que la quasi-totalité de leur masse ordonnée 

réside dans la membrane. Une seule sous-unité d'otopétrine peut être divisée en deux moitiés, 

les domaines amino-terminal (N) et carboxy-terminal (C). Dans l'agencement homodimérique, 

les domaines N et C de deux sous-unités occupent quatre quadrants entourant un axe central, 

ce qui entraîne une organisation pseudotétramérique (Figure 8). Un tunnel caverneux 

contenant des lipides et / ou des cholestérols coïncide avec le double axe central de Otop1 et 

Otop3. Les interfaces inter- sous-unités, et intra-sous-unités entre les domaines N- et C-

terminaux semblent stabiliser l’ensemble de l’assemblage (Saotome and Teng 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.2. Les récepteurs TAS1Rs 

Pour détecter la saveur sucrée, amère et umami, l’Homme est équipé d’une classe de 

détecteurs appelés Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG).  

Les RCPG représentent la plus grande famille de récepteurs membranaires chez les 

eucaryotes. Ils sont codés par plus de 800 gènes dans le génome humain. Ces récepteurs 

sont capables de détecter la présence d’une diversité étonnante de molécules en dehors de 

la cellule et d’initier une variété de cascades de signalisation intracellulaire en réponse. Les 

ligands vont des photons et des petits ions, aux petites molécules chimiques, et même aux 

protéines entières (Venkatakrishnan et al. 2013). Ces récepteurs sont caractérisés par la 

Le détecteur OTOP1 est exprimé dans les cellules gustatives de type III et participe à la détection 
du goût acide. C’est un dimère formant un canal dans lequel chaque sous-unité est constituée de 12 

hélices  transmembranaires. (A) et (B) vues de face ; (C) vue de dessus (d’après Saotome et al, 
2019). 

Figure 8 : Structure du canal ionique Otop1 résolue par cryo-EM. 
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présence de sept domaines transmembranaires hydrophobes et un mécanisme d’activation 

commun qui implique une protéine G hétérotrimèrique (Kniazeff et al. 2011). 

La famille des RCPG est divisée en quatre groupes principaux A, B, C et F ou Frizzled 

(Lagerstrom and Schioth 2008). Les RCPG impliqués dans le goût sont divisés en deux 

classes : la classe A avec les récepteurs à l’amer TAS2R (chapitre III.3) et la classe C avec 

les récepteurs du goût de type 1 (TAS1R).  

 

 Structure des RCPG de classe C 

Chez l'Homme, les RCPG de classe C constituent une petite famille, composée de 22 

récepteurs. Parmi ces récepteurs, on trouve : les trois membres des récepteurs de type 1 du 

goût (TAS1R), les huit récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluR), les deux sous-

unités formant le récepteur hétérodimérique à l’acide -aminobutyrique (GABAB1-2), le 

récepteur sensible au calcium extracellulaire (CaSR), le RCPG du groupe 6 et de sous-type A 

répondant aux acides aminés de la série L (GPRC6A) et sept récepteurs orphelins (Figure 9) 

(Clemmensen et al. 2014, Dore et al. 2014, Jacobsen et al. 2017, Koehl et al. 2019, Lagerstrom 

and Schioth 2008, Lee et al. 2015, Pin et al. 2003, Wu et al. 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La séquence complète d'acides aminés de chaque récepteur a été utilisée pour l'alignement. Les 
principaux groupes de récepteurs sont mis en évidence en couleur, ainsi que les structures cristallines 
résolues. L'arbre a été généré à l'aide du serveur GPCRdb. 

Figure 9 : Arbre phylogénétique des différents membres de la famille des GPCR de classe C. 
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Chez l’Homme, les trois gènes TAS1R sont situés sur le chromosome 1 dans une 

région conservée synthénique, dans l’ordre suivant : TAS1R2 (1p36.13), TAS1R1 (1p36.23) 

et TAS1R3 (1p36.33). Chaque gène est constitué de six exons dont cinq codent pour le 

domaine N-terminal extracellulaire des protéines (Figure 10). L’existence d’épissages 

alternatifs au niveau des trois gènes TAS1R1 (Bachmanov and Beauchamp 2007), TAS1R2 

(Montmayeur et al. 2001) et TAS1R3 (Kiuchi et al. 2006) a été montrée mais leurs rôles 

biologiques en lien avec la détection gustative n’ont pas été établis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les récepteurs du goût sucré et umami sont des RCPG hétéodimériques de classe C 

de la famille des récepteurs du goût de type 1 (TAS1R pour TASte Receptor type 1). Le 

récepteur du goût sucré TAS1R2/TAS1R3 est un hétérodimère formé de l’assemblage de deux 

sous-unités : le récepteur du goût 1 membre 2 (TAS1R2) et le récepteur du goût 1 type 3 

(TAS1R3). TAS1R3 dimérise également avec le récepteur du goût 1 de type 1 (TAS1R1) pour 

former le récepteur de goût umami TAS1R1/TAS1R3 (Li et al. 2001, Nelson et al. 2002, Nelson 

et al. 2001, Zhang et al. 2003). 

Les RCPG de classe C partagent certaines caractéristiques structurales. Ces 

récepteurs présentent un domaine extracellulaire (DEC) de grande taille, parfois appelé 

« dionée attrape-mouches » ou en anglais Venus Flytrap (VFT), composé de 550 à 600 

résidus. Le DEC contient le domaine N-terminal (DNT) et une région riche en cystéine (RRC). 

Le DEC est constitué d’environ 500 acides aminés divisés en deux lobes : le lobe 1 et le lobe 

2 (Figure 11).  

Les exons (E1 à E6) sont représentés par des rectangles dans lesquels leur taille est indiquée en paire 
de bases. Les traits reliant les exons représentent les introns sous lesquels figure la taille de chacun en 
paire de bases. Les exons 1 à 5 de chaque gène codent les domaines N-terminaux des TAS1R. 

Figure 10 : Représentation schématique de la structure génomique des récepteurs TAS1R. 
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Le DNT est relié au domaine transmembranaire (DTM) par la RRC d'environ 80 résidus 

d’acides aminés avec 9 résidus cystéine très conservés (Figure 11). Ces cystéines forment 

quatre ponts disulfures intra-domaines et un pont disulfure avec le DNT. La RRC est un 

domaine hautement structuré et rigide, susceptible de jouer un rôle dans la transmission de 

l'activation des récepteurs (Muto et al. 2007a, Rondard et al. 2006). Les récepteurs 

métabotropiques au glutamate mGluRs sont les principaux membres de la classe C des RCPG 

et ont été les plus étudiés. La structure de l'ensemble du DEC de mGluR7 a été élucidée et, 

avec elle, la structure de la RRC (Muto et al. 2007a). En effet, il a été démontré que la délétion 

ou la mutation de la RRC dans le CaSR ou le TAS1R3 supprime l'activation du récepteur par 

un agoniste (Hu et al. 2000, Jiang et al. 2004). On notera cependant que les récepteurs 

orphelins et les récepteurs GABAB ne possèdent pas de RRC. En effet, pour le récepteur 

métabotropique GABAB constitué des deux sous-unités GBR1 et GBR2, la RRC est 

remplacée par 15 à 17 résidus formant un peptide linker et on pense que leur mécanisme 

d'activation est différent des autres RCPG de classe C (Geng et al. 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tous les récepteurs RCPG de classe C possèdent un DTM constitué de sept hélices  

caractéristiques d’environ 300 à 400 résidus. La plupart d’entre eux possèdent une courte 

extrémité C-terminale cytoplasmique d'environ 40 résidus, à l'exception des trois récepteurs 

orphelins GPR156, GPR158 et GPR179, qui ont tous une extrémité C-terminale importante de 

505, 550 et 1738 acides aminés, respectivement.  

Figure 11 : Représentation schématique des récepteurs du goût GPCR de classe C. 

Le récepteur du goût sucré TAS1R2/TAS1R3 est un hétérodimère constitué des sous-unités TAS1R2 
et TAS1R3, alors que le récepteur du goût umami est constitué des sous-unités TAS1R1 et TAS1R3. 
DNT : domaine N-terminal ; RRC : région riche en cystéine ; DTM : domaine transmembranaire. 
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On notera que les DNT des RCPG de classe C présentent une forte homologie 

structurale avec des protéines péri-plasmiques bactériennes ayant pour rôle le transport de 

différents composés dont des sucres ou des acides aminés du milieu extracellulaire vers 

l’espace intracellulaire des bactéries (O'Hara et al. 1993). Les DTM des récepteurs de classe 

C sont apparentés phylo-génétiquement aux récepteurs à la rhodopsine (RCPG de classe A). 

Ainsi, il a été proposé que les récepteurs de classe C trouvent leur origine ancestrale dans la 

fusion entre un gène codant pour des protéines péri-plasmiques bactériennes et un autre 

codant un ancêtre des protéines de la famille des récepteurs à la rhodopsine (Pin et al. 2003). 

 

Les structures tridimensionnelles des DNT de mGluR-I1, mGluR-II3 et mGluR-III7 ont 

été résolues par radio-cristallographie. Elles ont révélé que les DNT de classe C sont formés 

de deux lobes connectés par une charnière, et forment ainsi une crevasse qui constitue le 

principal site de liaison, appelé site orthostérique (Kunishima et al. 2000 , Muto et al. 2007b, 

Tsuchiya et al. 2002 ). Chaque lobe est formé d’un feuillet  entouré d’hélices  avec des 

pourcentages en structures secondaires qui varient suivant les structures entre 41 et 56% en 

hélice  et 7 à 19% en feuillets  (Goldsmith et al. 1999 , Kunishima et al. 2000 , Nie et al. 

2006). Plus récemment, le domaine extracellulaire (DEC) du récepteur humain au calcium 

hCaSR a été cristallisé (Zhang et al. 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La comparaison structurelle de la poche de liaison du ligand dans la région charnière 

entre les lobes 1 et 2 de hCaSR-DEC avec celle de mGluR1 a révélé les bases structurales 

(A) représentation des deux DNT de CaSR en présence du ligand TNCA (1,2,3,4-tetrahydronorharman-3-
carboxylic acid) dérivé du L-tryptophane. Les positions impliquées dans l’interaction du TCNA sont S147, 
A168, S170, and Y218 (S156, S186, T188 and Y236 in mGluR1 (B)). Les résidus volumineux (Y74, W110 
et R323) limitant la mobilité de la chaîne latérale Glu sont remplacés par des résidus plus petits dans hCaSR 
(G67, N102 et S302). En conséquence, la taille de la poche de liaison au ligand de hCaSR est 

significativement supérieure à celle de mGluR1, (d’après Zhang et al., 2016). 

Figure 12 : Comparaison des sites de fixation des ligands pour CaSR et mGluR1. 
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de la sélectivité en ligand. La reconnaissance préférentielle de leurs ligands respectifs est 

hautement liée aux interactions avec les résidus des chaînes latérales des acides aminés 

constitutifs du site orthostérique. Deux résidus chargés positivement dans mGluR1 (Arg78 et 

Lys409) qui interagissent avec le groupe carboxylate du ligand de mGluR1 sont substitués 

dans hCaSR par des résidus hydrophobes Trp70 et Ile416, qui interagissent avec le noyau 

indole d’un dérivé du tryptophane, le TNCA (L-1,2,3,4-tetrahydronorharman-3-carboxylique 

acide) (Figure 12). Les résidus volumineux (Tyr74, Trp110 et Arg323) qui limitent la mobilité 

de la chaîne latérale de mGluR1 sont remplacés par des résidus plus petits dans le récepteur 

hCaSR (Gly67, Asn102 et Ser302). En conséquence, la taille de la poche de liaison au ligand 

de hCaSR est significativement plus grande que celle de mGluR1, ce qui correspond à la 

préférence de CaSR pour des ligands plus grands.  

 

Il n’existe pas actuellement de structure cristalline connue pour le récepteur du goût 

sucré humain, mais différents modèles in silico basés sur des homologies de séquences entre 

GPCR de classe C cristallisé ont permis de proposer en 2017 un modèle permettant l’étude 

des interactions ligand-récepteur (Cheron et al. 2017). Cependant, récemment, la structure 

des DNT de l’hétérodimère TAS1r2/TAS1r3 du poisson médaka a été résolue (Nuemket et al. 

2017). Chez cette espèce, l’hétérodimère Tas1r2a-Tas1r3 est décrit comme un récepteur des 

acides aminés de forme L. Cette nouvelle structure a permis de proposer un nouveau modèle 

in silico plus ajusté et validé par l‘arrimage de molécules sucrées (Kashani-Amin et al. 2019). 

La structure cristalline a confirmé l’architecture bilobée du VFT domaine conformément aux 

résultats obtenus pour mGLuR et CaSR. L’hétérodimère montre un arrangement compact des 

sous-unités similaire à celui observé pour mGluR1 (Nuemket et al. 2017).  

La structure cristalline des DNT confirme la présence d’un pont disulfure entre la 

Cys132 présente dans la boucle 2 de TAS1r3 et la cystéine Cys344 de la boucle 3 de TAS1r2 

qui stabilise le dimère. Elle confirme aussi la fixation des L-amino-acides à l’intersection des 

deux lobes LB1 et LB2 qui adoptent une conformation fermée en présence des ligands avec 

un angle de 28° de rotation de LB2 par rapport à LB1 en position ouverte. Les groupements 

-amino et carboxyle et les atomes C et C des ligands sont positionnés de la même façon 

dans la poche de liaison, formant des liaisons hydrogène au niveau des résidus Gly163, 

Ser142 et Ser165 du LB1. Ces deux dernières positions sont d’ailleurs très conservées dans 

la plupart des GPCR de classe C.  

A l’inverse des autres récepteurs de classe C tels que les mGluRs ou le GABAB les 

groupements -substitués des ligands ne forment pas d’interactions hydrogène directes avec 

le récepteur mais un nombre important de molécules d’eau les entourent maintenant le ligand 

dans un état hydraté (Venkatakrishnan et al. 2019). Les liaisons hydrogène se forment donc 

par l’intermédiaire de ces molécules d’eau au niveau du LB2 permettant la fermeture entre les 
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deux lobes. Ce réarrangement particulier du réseau de liaisons hydrogène et de charges dans 

Tas1r2a-DNT permet sans doute à un plus grand nombre de ligands de se placer dans la 

poche de liaison sans faire varier la conformation de la protéine. Ainsi l’espace disponible pour 

la liaison des ligands est plus grand (7Å de hauteur et 16Å de profondeur) que celui mesuré 

pour le récepteur mGluR (7Å de hauteur et 11,5Å de profondeur). Enfin, la poche de liaison 

de Tas1r2 est constituée de nombreux résidus d’acides aminés aromatiques qui jouent le rôle 

de plateforme pour les interactions avec l’eau tout en aidant à conserver un large espace 

d’interaction avec le ligand à cause de leur rigidité. Ainsi la surface de la poche de liaison de 

Tas1r2a est une mosaïque de charges positives, négatives ou électriquement neutres, en 

contraste avec la poche de liaison uniformément chargée positivement observée pour le 

récepteur mGluR1 (Figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De façon surprenante la structure cristalline a montré que le DNT de la sous-unité 

Tas1r3 est capable de lier les mêmes acides aminés que la sous-unité Tas1r2. De façon 

similaire Tas1r3-DNT adopte une conformation fermée comme Tas1r2 avec un angle de 25° 

entre LB2 et LB1 comparée à la conformation ouverte du récepteur mGluR1 (PDB ID 1EWK, 

chaîne B). Au niveau de la poche de liaison les groupements -amino et carboxyle des ligands 

forment des liaisons hydrogène avec les résidus Ser150 et Thr173 du LB1. Par contre, une 

seule liaison hydrogène médiée par de l’eau au niveau du groupement hydroxyle de la Ser300 

du LB2 semble induire la fermeture entre les deux lobes. La poche de liaison de Tas1r3 montre 

une hauteur de 7,6Å de hauteur sans restriction de profondeur (Figure 14). Les auteurs 

concluent que le site de liaison de Tas1r3 n’est donc pas la sous-unité déterminante de la 

spécificité du récepteur (Nuemket et al. 2017). 

 

Poches de liaison des ligands observées sur Tas1r2a (A) et mGluR1 (PDBID 1EWK, chaîne A) (B), 
d’après Neumket et al. 2017. 

Figure 13 : Reconnaissance des acides aminés par Tas1r2a-DNT chez Medaka fish. 
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 Propriétés de liaison du récepteur au goût sucré 
TAS1R2/TAS1R3 

III.2.2.1. Rôle des domaines N-terminaux : hT1R2-DNT 

Les sites de liaison orthostériques hTAS1R2-DNT et hTAS1R3-DNT ont été étudiés 

afin d'identifier les résidus impliqués dans la liaison des ligands. Les différences inter-espèces 

observées entre humains et rongeurs dans la détection de certaines molécules sucrées ont 

été mises à profit pour identifier des sites de liaison. Des études comportementales avaient 

montré que le rat ne détecte pas l’aspartame, le néotame et le cyclamate. Des récepteurs 

chimères exprimés dans un système cellulaire hétérologue ont permis d’identifier les résidus 

qui confèrent ces différences pour la liaison de ces édulcorants (Xu et al. 2004). Lorsque le 

TAS1R2-DNT humain est remplacé par le TAS1R2-DNT de rat, le récepteur ne répond pas à 

l'aspartame ni au néotame, mais conserve la réponse au cyclamate (Xu et al. 2004).  

Ces études démontrent également que le site de liaison au cyclamate ne se trouve pas 

sur le DNT. En utilisant des tests cellulaires, combinés à la modélisation moléculaire et à la 

mutagenèse dirigée, le site de liaison orthostérique a été analysé de manière approfondie afin 

de déterminer les résidus impliqués dans la liaison du ligand. Ainsi sur le DNT de TAS1R2, les 

résidus Ser144 et Glu302, présents dans l’entrée de la fente de la liaison se sont avérés 

nécessaires pour la réponse du récepteur à l’aspartame (Xu et al. 2004). 

Les modèles construits à partir des séquences des gènes Tas1r2 et Tas1r3 de neuf 

espèces de primates sensibles ou non à l’aspartame et quatre autres espèces insensibles à 

l’aspartame (vache, souris, rat et chien) ont permis d’élaborer deux nouveaux modèles 

Poches de liaison des ligands observées sur Tas1r3, d’après Neumket et al., 2017. 

Figure 14 : Reconnaissance non-spécifiques des acides aminés par Tas1r3a-DNT chez 

Medaka fish. 
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tridimensionnels des DNT de TAS1R2-TAS1R3 humains et murins (Liu et al. 2011). Les 

auteurs de cette étude ont proposé l’existence d’un deuxième site de fixation à l’aspartame, 

dit allostérique, présent au niveau du TAS1R2-DNT des deux espèces. Trois substitutions clés 

(E63N, R352E et S356R) entre les DNT de hTAS1R2 et mTAS1R2 changent la géométrie et 

l’orientation de ce site, augmentant ou diminuant ainsi son affinité pour l’aspartame. Ces 

mêmes auteurs ont montré que les résidus Ser40 et Asp142 de hTAS1R2, jouent un rôle 

crucial expliquant les différences inter-espèces de perception du goût sucré (Figure 15). De 

plus, chez l’homme, le résidu Ile67 de hTAS1R2, module la plus haute affinité observée pour 

le néotame par rapport à l’aspartame (Liu et al. 2011). Récemment les résidus intervenant 

dans la liaison à l’aspartame ont été confirmés et deux nouveaux résidus d’acides aminés ont 

été identifiés Ser168 et Tyr215 an niveau de hTAS1R2 (Maillet et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par la suite, différentes mutations du récepteur hTAS1R2 ont été étudiées pour 

déterminer les résidus impliqués dans la liaison de l'aspartame, du D-tryptophane, du 

sucralose, de la saccharine, de l'acésulfame-K et du cyclamate (Masuda et al. 2012). Deux 

résidus cruciaux pour la liaison de tous les ligands mentionnés, ont été trouvés Asp142 et 

Asp307, ainsi que les résidus Tyr103, Pro277, Asp278 et Glu302 pour les dérivés peptidiques 

et le sucralose. Enfin, les résidus spécifiques de la liaison des dérivés peptidiques étaient 

Ser144 et Ser166, et spécifiques des sulfamates Glu382 et Arg383 (Masuda et al. 2012). Ces 

(A) Modélisation par homologie des DNT hTAS1R2 et hTAS1R3 du récepteur du goût sucré. (B) 
représentation de la structure de hTAS1R2-DNT liant l’aspartame. Seule la poche de liaison est 
montrée. Deux molécules d’eau (Wat) sont présentes dans la poche (figures de Maillet et al, 2015). 
 

Figure 15 : Modélisation de la liaison de l’aspartame dans le site orthostérique du récepteur au 
goût sucré. 
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résultats ont été confirmés sur le hTAS2R-DNT pour deux mutants (D278A et E382A) en 

produisant le DNT de TAS1R2 sous forme isolée, après solubilisation et repliement des corps 

d’inclusion obtenus en E. coli (Laffitte et al. in preparation). Les mesures de fluorescence 

intrinsèque des tryptophanes ont montré que le mutant D278A ne liait pas le sucralose et que 

le mutant E382A n’interagissait pas avec l’aspartame et l’acesulfame K. 

 

Les DNT du récepteur au goût sucré constituent aussi la cible de modulateurs allosté-

riques positifs appelés PAM pour Positive Allosteric Modulator. En général, les PAM ne 

montrent pas ou peu d’effets lorsqu’ils sont appliqués seuls sur le récepteur mais lorsqu’ils 

sont utilisés en mélange avec un agoniste, ils augmentent significativement son activité (Leach 

and Gregory 2017). Le même phénomène allostérique de synergie est observé entre le MSG 

et l’IMP sur le récepteur à l’umami. Cela a aussi été décrit précédemment pour plusieurs RCPG 

de classe C comme le CasR, le GABAB ou certains mGluR (Brauner-Osborne et al. 2007, 

Conn et al. 2009). Des travaux publiés récemment font état de la découverte de trois PAM 

agissant sur le récepteur humain TAS1R2/TAS1R3 exprimé en système hétérologue (Servant 

et al. 2010). Le premier, appelé SE-1, augmente l’activité du récepteur pour le saccharose, le 

sucralose et le néotame mais n’a pas d’effet sur d’autres composés tels que l’aspartame, 

l’alitame, la dulcine ou le cyclamate. Les deux autres composés (SE-2 et SE-3) ont été 

découverts après optimisation des fonctions chimiques de SE-1 et synergisent sur les mêmes 

molécules. Des tests réalisés chez l’Homme révèlent que l’ajout de 100 µM de la molécule 

SE-2, à une solution de 100 ppm de sucralose (251 µM), permet de réduire la concentration 

en sucralose de plus de 80% tout en gardant la même intensité sucrée (Servant et al. 2010). 

Le composé SE-3 (100 µM) augmente l’intensité sucrée d’une solution à 6% de saccharose 

(175 mM) d’un facteur 1,3 à 1,5. Il est important de souligner que lorsqu’ils sont testés seuls, 

les composés SE-2 et SE-3 ne sont pas perçus comme sucrés. Les PAM en question sont 

spécifiques au récepteur du goût sucré. SE-2 et SE-3 n'ont pas de modulation allostérique 

positive pour le récepteur umami suggérant que ces PAM modulent l’activation de la sous-

unité TAS1R2 (Zhang et al. 2010). De plus, il a été montré que SE-2 et SE-3 sont spécifiques 

du récepteur humain. Des récepteurs chimères rat-humain ont été utilisés pour déterminer les 

résidus importants pour la liaison de SE-2 et SE-3. Trois résidus, Lys65, Leu279 et Asp307, 

se sont avérés cruciaux pour l'interaction entre hTAS1R2-DNT et les composés SE (Zhang et 

al. 2010). 
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III.2.2.2. Rôle des domaines N-terminaux : hTAS1R3-DNT 

L’expression fonctionnelle des DNT de TAS1R2 et TAS1R3 de souris sous forme 

soluble a permis l’étude de leurs propriétés de liaison (Nie et al. 2006, Nie et al. 2005). Les 

protéines TAS1R2-DNT et TAS1R3-DNT de souris ont été exprimées avec succès en tant que 

protéine de fusion avec une protéine de liaison au maltose (MBP pour Maltose Binding 

Protein). Grâce à des mesures de variation de fluorescence intrinsèque des DNT, il a été 

montré que les deux sous-unités sont capables de lier différents composés sucrés 

(saccharose, glucose et sucralose) avec des affinités en accord avec les seuils physiologiques 

de perception. Par cette approche, il a été mis en évidence que la mutation I60T au niveau du 

DNT de TAS1R3 diminue l’affinité pour les trois molécules testées. Ce résultat montre que la 

diminution de sensibilité à la saccharine observée chez les souches de souris présentant cette 

mutation est directement liée à la moins bonne fixation des composés sur le DNT (Max et al. 

2001, Reed et al. 2004). De plus, cette étude est la première à indiquer une implication directe 

du DNT de TAS1R3 murin dans la liaison de molécules sucrées. Ces résultats ont été 

confirmés au laboratoire en utilisant un hTAS1R3-DNT recombinant produit en E. coli. Ainsi, 

pour le sucralose une valeur de Kd de 6,9 ± 1,8 mM a été mesurée (Maitrepierre et al. 2012). 

 

III.2.2.3. Implication des domaines transmembranaires 

Bien que la plupart des composés sucrés se lient aux sites de liaison orthostérique des 

DNT de TAS1R2 et TAS1R3, certaines molécules, comme le cyclamate comme nous avons 

pu le voir précédemment, peuvent se fixer dans le DTM. Ces observations sont appuyées par 

des expériences de mutagénèse dirigée qui permettent de générer des mutations ponctuelles 

d’acide nucléique conduisant à des substitutions d’acides aminés dans la protéine synthétisée. 

L’analyse des mutants a permis de localiser le site de liaison du cyclamate au niveau des 

hélices transmembranaires 3, 5 et 6. Six résidus d'acides aminés se sont révélés être cruciaux 

pour l'interaction entre le DTM de hTAS1R3 et le cyclamate, His641, Tyr699, Ser726, Trp775, 

Phe778, Leu782, Cys801 et trois autres plus spécifiques du cyclamate Gln636, His721 et 

Arg723 (Jiang et al. 2005b). Les acides aminés identifiés dans ces études correspondent à 

des résidus impliqués dans la reconnaissance de modulateurs allostériques pour les 

récepteurs CasR et mGluR (Hu et al. 2002, Malherbe et al. 2003a, Malherbe et al. 2003b, 

Pagano et al. 2000, Petrel et al. 2004). Cela suggère un rôle général de ce site de liaison dans 

les phénomènes de modulations allostériques pour les récepteurs de classe C. 

Grâce à la construction de récepteurs chimériques, la société Senomyx a identifié une 

nouvelle molécule au goût sucré nommée S819 [1-((1H-pyrrol-2-yl)methyl)-3-(4-

isopropoxyphenyl)thiourea]. Il a été montré en tests cellulaires que cette molécule interagit 

uniquement avec le domaine transmembranaire de TAS1R2 (Zhang et al. 2008). 
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De même, il a été démontré que le site de liaison du lactisole, inhibiteur du goût sucré 

était situé dans le DTM de hTAS1R3 (Xu et al. 2004). En utilisant le TAS1R3 chimère rat-

humain, les résidus importants pour la liaison du lactisole ont été identifiés. Il a été montré que 

les poches de liaison du lactisole et du cyclamate se chevauchent dans la DTM de hTAS1R3 

avec 6 résidus communs et deux résidus plus spécifiques au lactisole, Ser640 et Ala733 (Jiang 

et al. 2005a). Par ailleurs, l’équipe du Prof Meyerhof a mis en évidence que l’insensibilité au 

lactisole observée chez les rats est due à la substitution du résidu valine en position 738 par 

une alanine correspondant chez l’Homme à un résidu alanine en position 733 (Winnig et al. 

2005). En modifiant la Val738 en alanine, ces auteurs ont observé l’apparition d’une sensibilité 

du récepteur de rat pour le lactisole deux fois plus faible qu’avec le récepteur humain. La 

substitution supplémentaire de la lysine 735 par une phénylalanine, correspondant chez 

l’homme à un résidu phenylalanine en position 730, entraîne la restauration complète de la 

sensibilité au lactisole. Ces auteurs ont donc suggéré que la présence de la valine crée un 

encombrement stérique qui empêche l’accès du lactisole à son site de liaison (Winnig et al. 

2005). 

Les travaux de Winnig et collaborateurs ont montré que la néohesperidine 

dihydrochalcone (NHDC) interagit également avec le DTM de hTAS1R3 en impliquant certains 

des mêmes résidus mis en évidence pour le lactisole et le cyclamate (Winnig et al. 2007), ainsi 

que des résidus spécifiques pour la liaison à NHDC tels que Ser620, Val621, Gln637, Ser640, 

Arg725 et Phe730. Le fait que la NHDC et le lactisole partagent un site de liaison chevauchant 

commun explique pourquoi le lactisole n'inhibe pas le goût du NHDC et certains autres 

édulcorants lors d’évaluation sensorielles réalisées chez l'homme. Lors de tests cellulaires, le 

lactisole inhibe la liaison de la NHDC mais de manière compétitive confortant l’observation 

d’un site partiellement partagé. La NHDC a une meilleure affinité pour la poche de liaison au 

DTM que le lactisole, ce qui provoque un blocage possible de l'inhibition par le lactisole (Winnig 

et al. 2007). 

 

 

III.2.2.4. Fonction de la région riche en cystéine 

Les résidus impliqués dans la liaison du récepteur TAS1R2/TAS1R3 aux protéines au 

goût sucré n’ont pas encore été complètement élucidés. Cependant, il a été suggéré que les 

grandes molécules (par rapport à la plupart des édulcorants) ne peuvent pas accéder au site 

de liaison orthostérique des DNT de TAS1R2 ou TAS1R3 (Masuda et al. 2016, Morini et al. 

2005). Il a été montré grâce à l’utilisation de chimères homme/souris, que quelques résidus 

situés dans la RRC de la sous-unité hTAS1R3 (Ala537 et Phe540) jouent un rôle primordial 

dans l’activation du récepteur humain par la brazzéine (Jiang et al. 2004). Cependant, ces 
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auteurs n’ont pas pu déterminer si ces résidus sont directement impliqués dans l‘interaction 

avec la brazzéine ou s’ils interviennent dans la transmission du changement allostérique des 

DTM. De plus, en utilisant la RMN par différence de transfert de saturation (STD), Assadi-

Porter et collaborateurs ont montré que la brazzéine n’est plus capable de se lier correctement 

lorsque le récepteur porte une mutation ponctuelle (D535Q) au niveau de la sous-unité 

hTAS1R3 (Assadi-Porter et al. 2010). Ces résultats confirment que la RRC de hTAS1R3 est 

directement impliquée dans la liaison de la brazzéine. Une étude récente en modélisation 

utilisant deux mutants de la brazzéine, l’un plus sucré que la forme sauvage et l’autre moins 

sucré, propose que la région DNT de hTAS1R2 est indispensable à l’interaction entre 

hTAS1R2/hTAS1R3 et la brazzéine (Singarapu et al. 2016). Cependant, le mécanisme 

d’activation du récepteur par la brazzéine reste à élucider. 

 

De même, il a été montré que la RRC de la sous-unité hTAS1R3 est également 

impliquée dans l’interaction avec la thaumatine (Ohta et al. 2011). En utilisant une approche 

combinée d’analyses cellulaires et la mutagenèse dirigée, il a été montré que cinq résidus 

spécifiques de la RRC du TAS1R3 humain sont nécessaires à l'activation du récepteur par la 

thaumatine : Gln504, Ala537, Arg556, Ser559 et Arg560 (Ohta et al. 2011). L'un de ces résidus 

est commun pour la réponse à la thaumatine et à la brazzéine (Ala537). Récemment, après 

avoir généré un variant de la thaumatine (D21N), une modélisation in silico a été utilisée pour 

proposer un modèle d’interaction entre la thaumatine et le récepteur TAS1R2 / TAS1R3 

(Masuda et al. 2016). Les expériences de modèlisation moléculaire du complexe thaumatine 

/récepteur a suggéré que chacun des résidus de thaumatine chargés, précédemment identifiés 

comme cruciaux, est proche d'un résidu du récepteur de charge opposée. Fait intéressant, le 

modèle entre la thaumatine mutante D21N et le récepteur a montré une réduction de la 

distance entre les deux protéines et l’apparition de nouvelles interactions. Ces réarrangements 

subtils entraîneraient une zone d’interaction élargie et renforceraient donc vraisemblablement 

le goût sucré de la thaumatine (Masuda et al. 2016). Récemment, ces résultats ont été 

appuyés par la comparaison des structures cristallines de la thaumatine D21N et de la 

thaumatine sauvage. Les conformations montrent une flexibilité au niveau des résidus 19 et 

21 qui joueraient un rôle important et pourraient servir à ajuster la complémentarité des 

potentiels électrostatiques lors de l’interaction de la thaumatine avec le récepteur du goût sucré 

(Masuda et al. 2018, Masuda et al. 2019). 
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 Propriétés de liaison du récepteur au goût umami 
TAS1R1/TAS1R3 

Les travaux réalisés sur souris invalidées génétiquement (KO) pour le gène Tas1r1 ou 

pour le gène Tas1r3 ont montré que ces animaux présentaient une perte complète de 

sensibilité aux composés umami (Zhao et al. 2003). L’implication de TAS1R3 dans la 

perception du goût umami a été confirmée par Damak et ses collaborateurs qui ont montré 

que le KO de Tas1r3 entraîne la diminution des réponses nerveuses enregistrées au niveau 

de la corde du tympan, induites par le mélange MSG/IMP (Damak et al. 2003). Dans cette 

deuxième étude, les souris Tas1r3 -KO présentent une sensibilité résiduelle mais significative 

au MSG. L’implication partielle d’un autre récepteur à l’umami, par exemple, le mGluR-III4 n’est 

donc pas totalement exclue (Chaudhari et al. 2009, Maruyama et al. 2006). 

Il a été montré que l’agueusie au goût umami était corrélée avec du polymorphisme 

des gènes codant les sous-unités TAS1R1 et TAS1R3 (Raliou et al. 2009a, Raliou et al. 

2009b). Des tests cellulaires combinés à de la mutagénèse dirigée ont permis de mettre en 

évidence que des substitutions (A110V et R507Q) dans hTAS1R1-DNT et dans hTAS1R3-

TMD (F749S et R757C) étaient à l’origine de la plus faible sensibilité du récepteur (Raliou et 

al. 2011).  

De plus, l’expression fonctionnelle de l’hétérodimère TAS1R1/TAS1R3 en cellules 

hétérologues a confirmé que ce récepteur intervient principalement dans la détection de 

molécules du goût umami. En effet, l’activation du récepteur humain a été mesurée pour le L-

Glu, le L-Asp et le L-2-amino-4-phosphonobutyric acid (L-AP4) (Li et al. 2002). Par ailleurs, le 

phénomène de synergie avec les ribonucléotides GMP et IMP, caractéristique de la saveur 

umami, a également été observé via l’expression fonctionnelle du récepteur (Li et al. 2002). 

Par contre, les molécules sucrées comme la saccharine, l’aspartame, le saccharose le D-Trp 

et le D-Glu n’activent pas le récepteur, de même que les acides aminés de la série D à 

l’exception de D-Ala et L-AP4 en présence d’IMP (Nelson et al. 2002).  

Contrairement au TAS1R1/TAS1R3 humain, le récepteur de souris est activé par tous 

les acides aminés de la série L (Nelson et al. 2002). Cependant, le récepteur humain est plus 

sensible que le récepteur murin au L-Glu et au L-Asp (Li et al. 2002). Chez la souris, la synergie 

entre les ribonucléotides et la plupart des acides aminés de la série L a également été 

observée (Kawai et al. 2002). 

 

III.2.3.1. Rôle des domaines N-terminaux 

Les tests cellulaires ont montré l’importance de certains résidus situés au niveau du 

DNT de hTAS1R1 sur l’activation par le L-Glu. Les substitutions S172A, D192A, Y220A, 

E301A et, dans une moindre mesure, T149A annulent l’activation par le L-Glu du récepteur 
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TAS1R1/TAS1R3. Par ailleurs, d’autres mutations situées aussi au niveau du DNT de 

hTAS1R1 (H71A, R277A, S306A et H308A) abolissent la synergie avec l’IMP sans pour autant 

affecter l’activation par le L-Glu (Zhang et al. 2008).  

Ces données ont mis en évidence l’existence d’au moins deux sites de liaison différents 

au niveau du DNT. Un site dit orthostérique pour les molécules comme le L-Glu, situé au fond 

de la crevasse formée par les deux lobes. Un deuxième site, appelé modulateur ou 

allostérique, situé à l’avant des deux lobes sur lequel les ribonucléotides comme l’IMP ou le 

GMP peuvent se lier. Cette fixation pourrait permettre de stabiliser ainsi le récepteur sous sa 

conformation fermée (Figure 16).  

Par ailleurs, des tests cellulaires ont montré que la mutation A372T dans hTAS1R1 

entraînait une plus forte sensibilité au goût umami alors que la mutation R757C dans TAS1R3 

diminuait la sensibilité au MSG et au MSG plus IMP, confirmant les données sensorielles 

obtenues chez l’Homme (Shigemura et al. 2009a, Shigemura et al. 2009b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les expérimentations menées par Toda et collaborateurs ont permis d’identifier les 

mécanismes moléculaires à l’origine des différences de spécificité de TAS1R1 envers 

différents acides aminés observés entre l’Homme et la souris (Toda et al. 2013). En effet, le 

récepteur TAS1R1/TAS1R3 humain répond spécifiquement au L-Glu, tandis que le récepteur 

TAS1R1/TAS1R3 de souris répond plus fortement aux autres acides aminés de la série L que 

le L-Glu. Dans cette étude, les auteurs ont analysé la réponse cellulaire de récepteurs 

Les résidus d’acides aminés représentés en rouge sont impliqués dans la liaison avec l’IMP (en vert). 
Les résidus acides aminés représentés en bleu interagissent avec le L-glutamate indiqué en jaune 
(d’après Zhang et al., 2008). 

Figure 16 : Modèle d’interaction du L-glutamate et de l’IMP avec le DNT de hTAS1R1. 
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chimériques Homme-souris et de mutants ponctuels de TAS1R1/TAS1R3. Ils ont ainsi identifié 

12 résidus clés situés dans le VFT de TAS1R1 qui modulent la reconnaissance des acides 

aminés dans les réponses du récepteur humain et de souris (Figure 17). La modélisation 

moléculaire a montré que les résidus essentiels à la reconnaissance des acides aminés acides 

chez l’Homme pourraient être situés au niveau du site de liaison orthostérique (Ser148, 

Arg151, Ala170, Glu174, Ala302 et Asp435). Les résidus Ala170 et Ala302 se sont révélés 

comme étant les plus critiques pour la reconnaissance des acides aminés. En revanche, les 

expériences de mutagénèse dirigée ont montré que tous les résidus clés responsable de la 

réponse large du récepteur de souris étaient situés dans des régions à l'extérieur du site de 

liaison orthostérique et du site de liaison allostérique de l'IMP (R307T, M320T, K328Q, K377E, 

K379G, and K460E). Parmi ces six mutations, la mutation K379G a entraîné les plus fortes 

augmentations d’activité sur les 17 acides aminés évalués. La comparaison de multiples 

mutants ponctuels a suggéré que la combinaison de deux mécanismes moléculaires 

complexes et distincts impliquant la sélectivité en acides aminés du site orthostérique et la 

modulation de l'activité du récepteur aux sites non orthostériques, pouvait induire la spécificité 

de ligand de TAS1R1/TAS1R3 (Toda et al. 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cartographie des résidus critiques sur un modèle moléculaire du DNT de hTAS1R1. Les modèles sont 
orientés dans les directions horizontale (A-1) et verticale (A-2). La région charnière est à droite et 
l'ouverture est à gauche. Les six résidus critiques pour la reconnaissance des acides aminés identifiés 
dans cette étude sont de couleur verte (Ser148, Arg151, Glu174 et Asp435) et cyan (Ala170 et 
Ala302). Les six résidus critiques pour les réponses globalement accordées aux L-acides aminés 
(Arg307, Met320, Lys328, Lys377, Lys379 et Lys460) sont colorés en violet. Les résidus considérés 
comme critiques pour la liaison du L-Glu sont de couleur jaune (Thr149, Ser172, Asp192, Tyr220 et 
Glu301). Les résidus signalés comme étant critiques pour la liaison à l’IMP sont colorés en rouge 
(His71, Arg277, Ser306 et His308), (Figures Toda et al, 2013) 

Figure 17 : Deux déterminants distincts de la sélectivité en acides aminés dans TAS1R1. 
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III.2.3.2. Implication des domaines transmembranaires 

Un seul composé umami a été montré jusqu’à présent comme interagissant avec les 

domaines transmembranaires de TAS1R1. Cette molécule, nommée S807 (N-(heptan-4-

yl)benzo[d][1,3]dioxole-5-carboxamide), a été identifiée par la société Senomyx (Zhang et al. 

2008).  

Un phénomène de synergie comparable à celui entraîné par la liaison de 

ribonucléotides au DNT a été décrit au niveau du domaine transmembranaire de hTAS1R3. 

En effet, des tests cellulaires ont montré que le cyclamate (molécule au goût sucré dont le site 

de fixation se situe dans les domaines transmembranaires de hTAS1R3), n’active pas le 

récepteur à l’umami lorsqu’il est appliqué seul mais potentialise l’activation induite par le MSG 

ou l’IMP (Xu et al. 2004). Il convient de souligner que l’effet de la NHDC, dont le site de liaison 

est proche de celui du cyclamate, sur le goût umami n’a pas encore été décrit. 

Comme pour le goût sucré, la saveur umami peut être inhibée par le lactisole. Des 

analyses sensorielles chez l’Homme ont montré que le lactisole inhibe le goût umami du MSG 

mais reste sans effet sur les réponses aux molécules qui synergisent comme l’IMP et le GMP 

(Galindo-Cuspinera and Breslin 2006). En se basant sur les données issues des précédentes 

études concernant l’inhibition du lactisole, Galindo-Cuspinera et Breslin ont proposé un 

modèle d’inhibition allostérique des récepteurs aux goûts sucré et umami par le lactisole. Selon 

ce modèle, la fixation du lactisole au DTM de la sous-unité TAS1R3 engendre un changement 

conformationnel des DNT affectant ainsi la liaison des molécules sucrées ou umami avec 

respectivement la sous-unité TAS1R2 ou TAS1R1. Par contre, la fixation de MSG et d’IMP sur 

deux sites indépendants entraîne un changement de conformation de la sous-unité TAS1R3, 

bloquant le site de liaison du lactisole. 

Récemment, des progrès considérables ont été réalisés dans la découverte de 

nouveaux modulateurs des GPCR qui ne se lient pas au site orthostérique de liaison du ligand, 

mais se lient au site allostérique. Paradoxalement aucun de ces modulateurs allostériques n’a 

été identifié pour TAS1R1/TAS1R3. L'une des raisons de cette pénurie de ligands est en partie 

liée à la difficulté d'établir un système de mesure fiable pour hTAS1R1/hTAS1R3. Afin d'élargir 

la gamme de molécules d'arômes utilisables présentant des caractéristiques gustatives 

d'umami, des études antérieures ont principalement porté sur les constituants d'arômes salés 

tels que les phtalides, composés volatiles présents dans le céleri (Kurobayashi et al. 2008) et 

en particulier les composés de type acides aminés ou nucléotidiques provenant de produits 

alimentaires riches en goût d'umami (Behrens et al. 2011, Kuroda et al. 2012, Starkenmann et 

al. 2011). Des études ont conduit à la découverte de plusieurs nouveaux modulateurs artificiels 

du goût umami, par exemple, le N- (heptan-4-yl) benzo [d] [1.3] dioxole-5-carboxamide, 2E,6Z-

acide nonadiénoïque, N-éthylamide, 2E,N-cyclopropylamide d'acide 6Z-nonopropylène, N-
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néomenthylamide d'acide cyclopropanoïque ou certains amides d'acide N-benzyl-N- (2-

pyridyléthyl) oxalique substitués (Backes et al. 2014, Winkel et al. 2008).  

Quelques modulateurs d’origine naturelle présents dans certains aliments sont 

disponibles comme par exemple les produits alimentaires riches en acides aminés, 

ribonucléotides, peptides, leurs dérivés ou leurs produits de réaction générés au cours de la 

transformation des aliments (Behrens et al. 2011, Suess et al. 2014, Winkel et al. 2008). On 

notera l’existence de quelques études sur les métabolites secondaires de plantes présentant 

ou modulant le goût umami. Par exemple, le morelide dérivé de l’acide malique a été trouvé 

dans des champignons de type morilles et module faiblement le goût umami évoqué par le 

MSG (Rotzoll et al. 2006). Le polyphénol théogalline a été identifié comme étant l’un des 

composants du caractère umami du thé vert (Kaneko et al. 2006). La rubemamine a été 

trouvée dans le chénopode blanc, variété proche des épinards et la rubescénamine dans 

l'écorce de Zanthoxylum rubescens consommé en Afrique sous forme de bâton à mâcher. Ces 

deux dérivés de N-cinnamoyle phénéthylamine substitués sont capables d’activer le récepteur 

TAS1R1/TAS1R3 en expression fonctionnelle (Backes et al. 2015).  

Plus récemment, le méthional, composé aromatique présent dans les tomates, le 

fromage ou la sauce soja, a été décrit comme un modulateur du goût umami (Toda et al. 2018). 

Plus précisément, la mutagenèse dirigée et la modélisation moléculaire ont montré que le 

méthional et le 3-(methylthio)butanal pouvaient potentiellement se lier à deux sites distincts du 

domaine transmembranaire de TAS1R1 et que les résidus d’acides aminés situés au fond de 

la poche allostérique engendraient un effet différent entre les récepteurs humains et murins. 

Ainsi chez l’Homme ce composé a un effet de PAM alors qu’il a un effet de NAM (Negative 

Allosteric Modulator) chez la souris (Toda et al. 2018). C’est la première fois qu’un composé 

est décrit comme pouvant interagir avec TAS1R1-DTM.  

 

III.3. Les récepteurs à l’amertume TAS2R 

 Structure des TAS2R 

La classification des récepteurs à l’amer TAS2R n’a pas toujours été claire. Certains 

systèmes de classification les décrivent comme une famille potentiellement à part (Horn et al. 

2003), alors que d’autres les ont regroupés avec les récepteurs de classe F encore appelés 

récepteurs Frizzled (Fredriksson et al. 2003). L’accumulation des données tend désormais à 

classer les récepteurs à l’amer dans la classe A dit rhodopsin-like GPCRs (Adler et al. 2000, 

Chandrashekar et al. 2000, Di Pizio et al. 2016, Matsunami et al. 2000) comme les récepteurs 

olfactifs. Les récepteurs TAS2R constituent la plus grande famille de récepteurs gustatifs. 

Les espèces animales présentent un nombre de récepteur à l’amer variable qui peut 

aller de 3 récepteurs chez le poulet à 49 chez la grenouille, avec 33 récepteurs pour la souris, 
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36 pour le rat ou encore 15 chez le chien (Dong et al. 2009). Le génome humain code 25 

TAS2R localisés sous forme de cluster principalement sur les chromosomes 7 et 12 mais aussi 

sur le chromosome 5 (Conte et al. 2002, Lagerstrom and Schioth 2008, Shi and Zhang 2006). 

Les gènes Tas2r contiennent en moyenne 900 paires de base et aucun intron (Figure 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les TAS2R sont constitués de 290 à 333 résidus d’acides aminés. Comme tous les 

RCPG de classe A, les protéines présentent une organisation structurale commune avec sept 

hélices transmembranaires (7TM) (TM1 à TM7) connectées par trois boucles extracellulaires 

(ECL1-3) et trois boucles intracellulaires (ICL1-3). Le domaine 7TM peut être divisé en deux 

modules comprenant le module extracellulaires (EC) et le module intracellulaire (IC). Le 

domaine 7TM constitue le noyau structural qui subit des changements de conformation lors 

de la liaison du ligand et transmet les signaux de la région extracellulaire à la région 

intracellulaire, permettant ainsi l’activation de la protéine G. L’extrémité N-terminale, située du 

côté extracellulaire, et les ECL interviennent dans la reconnaissance d'une grande variété de 

ligands, ils présentent donc une grande diversité structurale entre les différents TAS2R. Les 

récepteurs TAS2R présentent une extrémité N-terminale courte et souvent non structurée. Les 

ECL des GPCR de classe A contiennent souvent des ponts disulfures essentiels au maintien 

de la stabilité d’une boucle, notamment l’ECL2 qui est reliée ainsi à la pointe du TM3. 

Étonnamment, ce pont disulfure n’est pas conservé pour les TAS2R. L’extrémité C-terminale 

et les ICL interagissent avec les protéines G, les arrestines, les RCPG kinases (GRK) et 

Les emplacements des gènes TAS2R sont approximativement dessinés à l'échelle. Les cercles 
représentent les centromères des chromosomes. Les nombres identifient les chromosomes. Les 
gènes TAS2R sont affichés dans l’ordre dans les loci (d’après Meyerhof, 2005). 

Figure 18 : Emplacements et orientations chromosomiques des gènes TAS2R humains. 
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d’autres effecteurs de signalisation en aval, qui sont essentiels pour la transduction du signal 

et d'autres fonctions modulatrices du récepteur. De ce fait, la région IC est relativement 

conservée. L’extrémité C-terminale contient généralement une hélice , appelée couramment 

hélice 8, qui est positionnée parallèlement à la membrane. Cette hélice se caractérise 

généralement pour les GPCR de classe A par la présence d'un motif amphiphile commun [F 

(RK) xx- (FL) xxx] (Di Pizio et al. 2016, Lee et al. 2018) (Tableau 1).  

 

Tableau 1 : Motifs conservés dans les GPCR de classe A et leur contrepartie dans les TAS2R. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Des expériences in vitro faisant appel aux techniques de co-immunoprécipitation et de 

transfert d’énergie de résonance en bioluminescence (BRET Bioluminescence Resonance 

Energy Transfer) ont révélées que les TAS2R forment des oligomères, à la fois homomères 

et hétéromères. Cependant, l’hétéro-oligomérisation n’a montré aucune influence évidente sur 

la localisation membranaire des récepteurs ou les propriétés de liaison des agonistes (Kuhn 

et al. 2010). 

Les 25 récepteurs TAS2R présentent entre eux une faible conservation de séquence 

dans les domaines TM allant de 16% à 84%, cette similarité est évaluée à 13-29% avec les 

récepteurs de classe A et 15-27% avec ceux de classes F (Di Pizio et al. 2016). La 

comparaison avec les TAS2R révèle que des motifs importants de classe A (tels que le motif 

D [E] RY dans TM3, CWxP dans TM6 et le motif NPxxY dans TM7) sont absents dans les 

TAS2R (Di Pizio et al. 2016, Jaggupilli et al. 2017). En outre, le pont disulfure hautement 

conservé (entre les résidus Cys25 de l’ECL3 et le résidu Cys191 dans ECL2, dans 2ADR, 

(PDB ID: 3SN6) (Rasmussen et al. 2011), qui facilite la stabilisation de la structure des GPCR 

de classe A (Lagerstrom and Schioth 2008), n'est pas présent dans les TAS2R. 
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Bien qu’aucun récepteur à l’amer n’ait encore été cristallisé, de nombreux travaux 

utilisent les structures déjà cristallisées d’autres RCPG de classe A pour modéliser les 

interactions récepteur-ligand (Fierro et al. 2017, Suku et al. 2017) (Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Des études de modélisations moléculaires conduites avec TAS2R1 ont prédit 

l’interaction de TM3-TM5-TM6-TM7 en combinaison avec ECL2 pour former la poche de 

liaison othostérique. Ces études ont montré que trois résidus d’acides aminés His112, Pro113, 

Leu114 dans ICL2 forment une hélice impliquée dans les interactions hydrophobes avec la 

protéine G (Dai et al. 2011). En ce qui concerne TAS2R38, il a été prédit que les TM3 et TM6 

ou TM5 et TM6 jouent un rôle dans l’activation du récepteur (Tan et al. 2012). TAS2R38 

possède des variants polymorphiques naturels qui conduisent aux substitutions P49A dans la 

boucle ICL1, A262V dans le TM6 et V296I dans le TM7,et qui jouent un rôle crucial dans la 

fonction du récepteur. En effet, la présence de P49A dans ICL1 contribue au phénotype « non 

sensible » à certains composés amers comme le 6-n-propylthiouracil (PROP) et le 

phénylthiocarbamide (PTC). Étant donné que pour ce phénotype le récepteur TAS2R38 ne 

parvient pas à se lier à la protéine G, il semble que la boucle ICL1 soit impliquée dans le 

couplage du récepteur avec la protéine G (Pydi et al. 2012). 

 

L’extrémité C-terminale cytoplasmique des RCPG joue un rôle essentiel dans la 

signalisation intracellulaire, le trafic et l'internalisation des récepteurs (Pankevych et al. 2003, 

Comparaison des résidus conservés au niveau de la poche de liaison entre (A) la structure moléculaire 

du récepteur 2-adrénergique (2ADR) (PDB 3SN6) et (B) le modèle moléculaire du récepteur à 
l’amer TAS2R14. Les résidus conservés sont colorés en rouge (TM1), vert (TM2), orange (TM3), bleu 
(TM4), magenta (TM5), cyan (TM6), et jaune (TM7) (d’après Di Pizio, 2016). 

Figure 19 : Cartographie des résidus conservés sur les GPCR de classe A. 
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Upadhyaya et al. 2015). L'extrémité C-terminale de TAS2R4, qui comprend 17 acides aminés, 

est polybasique avec six lysines et une histidine et pourrait avoir un rôle non seulement sur la 

fonctionnalité du récepteur mais également dans sa bonne insertion dans la membrane 

(Upadhyaya et al. 2015). L’alignement des séquences des TAS2R a conduit à l'identification 

d'un motif KL (K / R), qui est conservé dans 18 des 25 TAS2R humains et chez 9 autres TAS2R 

d’autres espèces analysées. Des mutations dans la plupart de ces résidus ont réduit 

l'expression du récepteur à la surface cellulaire et la fonctionnalité du récepteur TAS2R4, 

indiquant l’importance de certains de ces motifs dans le trafic et la signalisation des récepteurs. 

La mutation de la lysine distale (Lys296) dans le motif KL (K / R) entraîne une activité 

constitutive basale 5 fois supérieure dans les cellules à celle du TAS2R4 de type sauvage 

suggérant que la Lys296 joue un rôle important dans la stabilisation de la conformation active 

du récepteur (Upadhyaya et al. 2015). 

 

 

 Propriétés de liaison des récepteurs au goût amer TAS2R 

Les récepteurs humains à l’amer sont capables de détecter un nombre considérable 

de substances amères présentant une grande diversité chimique (Meyerhof et al. 2010). Cette 

capacité est liée à la grande variabilité de leur séquence qui leur confère des propriétés 

structurales et d’interactions très variées. Fait intéressant, les profils d'agonistes qui se 

chevauchent pour des récepteurs, ne correspondent pas nécessairement à des similitudes de 

séquence d'acides aminés des récepteurs. Inversement, les TAS2R de séquences différentes 

peuvent présenter des similitudes remarquables dans leurs profils de réponse (Behrens and 

Meyerhof 2009, Born et al. 2013). 

On classe les TAS2R humains en quatre catégories (Figure 20). Les trois récepteurs, 

TAS2R10, TAS2R14 et TAS2R46, capables d’interagir avec un large spectre d’agonistes, 

répondant chacun à plus d’un tiers des substances évaluées forment le groupe des TAS2R 

généralistes. Leurs activités combinées suffisent à détecter environ la moitié des substances 

amères testées jusqu’à présent. Les récepteurs dits « spécialistes », TAS2R3, TAS2R5, 

TAS2R13, TAS2R20, TAS2R41, TAS2R50, détectent peu de composés amers. Les 

récepteurs « intermédiaires », TAS2R1, TAS2R4, TAS2R7, TAS2R8, TAS2R30, TAS2R31, 

TAS2R39, TAS2R40, TAS2R43, sont les plus nombreux. Enfin, deux récepteurs 

« sélectifs/spécifiques », TAS2R16 et TAS2R38 qui présentent une sélectivité prononcée pour 

une classe chimique de composés amers, les -D-glucopyranosides (Bufe et al. 2002) et les 

composés qui contiennent la fonction thiourée comme le phénylthiocarbamide (PTC) ou le 

propylthiouracyl (PROP) (Bufe et al. 2005). A ce jour, quatre récepteurs humains restent 

encore orphelins, TAS2R19, TAS2R42, TAS2R45 et TAS2R60 soit parce qu’ils sont très 
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sélectifs et que leur ligand n’a pas été identifié, soit que les variants exprimés en système 

hétérologue ne sont pas les formes actives du récepteur ou encore que ces récepteurs ne sont 

pas fonctionnels dans le test cellulaire mis en œuvre (Behrens and Meyerhof 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Récemment, l’analyse du répertoire des 34 récepteurs de souris sur 128 molécules 

amères a permis de déorphaniser 19 d’entre eux et de confirmer l’existence de catégories en 

fonction de leurs capacités de réponse. Comparés à l’Homme, ces premiers résultats montrent 

que les souris possèdent moins de récepteurs à large spectre mais un nombre élevé de 

récepteurs spécialistes (Lossow et al. 2016). Cette étude montre aussi que les récepteurs 

orthologues ont des profils d’agonistes différents suggérant que les développements géniques 

(A) Représentation schématique des récepteurs du goût amer. (B) La séquence complète d'acides 
aminés de chaque récepteur a été utilisée pour l'alignement. Les récepteurs sont colorés en fonction 
de leur capacité à activer une ou plusieurs molécules (d’après Meyerhof, 2010). L'arbre a été généré 
à l'aide du serveur GPCRdb. 

Figure 20 : Arbre phylogénétique des différents membres de la famille des TAS2R. 
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spécifiques à certaines espèces ont permis une plus ou moins grande diversification des 

spectres de reconnaissance des substances. 

 

Après la déorphanisation réussie de la majorité des TAS2R humains, des études 

détaillées sur le mécanisme de l'interaction des agonistes avec les TAS2R ont commencé à 

montrer comment ces récepteurs extrêmement polyvalents accueillent autant de composés 

amers différents dans leurs poches de liaison sans sacrifier leur spécificité. En l’absence de 

structure cristalline, de nombreuses études ont mis en œuvre des stratégies de modélisation 

par homologie et d’arrimage de molécules amères.  

La première étude sur les relations structure-fonction a été réalisée sur le récepteur 

TAS2R46. Bien que classé parmi les récepteurs généralistes, TAS2R46 est capable de 

répondre spécifiquement à la famille des composés terpénoïdes (Brockhoff et al. 2007). Les 

auteurs ont combiné des expériences in silico de modélisation par homologie de séquence, 

d‘arrimage moléculaire et des tests cellulaires in vitro combinés à la mutagenèse dirigée du 

récepteur. Les résultats ont permis de démontrer que les agonistes interagissent avec le 

récepteur dans une seule poche de liaison orthostérique avec des points de contacts 

chevauchants (Brockhoff et al. 2010). Ainsi les résidus Asn172, Asn173, Thr174 dans ECL2, 

Tyr258, Lys270 dans ECL3, Ala90, Phe91, Phe92 dans TM3 et Tyr155 dans TM4 forment la 

poche de liaison commune aux agonistes et antagonistes du TAS2R4 (Pydi et al. 2015, Pydi 

et al. 2014). 

Une étude ultérieure sur TAS2R46 a mis en évidence que les agonistes avant d'entrer 

dans la poche de liaison orthostérique occupent de manière transitoire un site de liaison 

vestibulaire, ce qui pourrait servir de « filtre de spécificité » pour les agonistes (Sandal et al. 

2015). Récemment, le rôle fonctionnel d’un site vestibulaire, présent au niveau des extrémités 

extra-cellulaire de TM5 et TM6, a récemment été démontré pour les récepteurs olfactifs de 

classe I (Bushdid et al. 2019). Pour le récepteur TAS2R46, ce site proche de la région 

extracellulaire contiendrait plus de 12 molécules d’eau qui solvatent l’agoniste de TAS2R46, 

la strychnine, et permettent des interactions avec divers résidus acides aminés (Figure 21). 

Ces interactions forment un canal d'accès au site orthostérique situé à un endroit plus profond 

de la poche de liaison avec une solvatation plus faible. Les résidus dans les boucles ECL de 

TAS2R46 tels que Leu71, et Glu70 dans ECL1, Asn148, Asn150 et Trp154 dans ECL2 et 

Glu253 dans ECL3, sont importants pour la reconnaissance moléculaire et l'activation des 

récepteurs. Les acides aminés Trp66 dans TM2, Trp88 dans TM3, Glu265 dans TM6 et 

Phe269 dans TM7 forment le site de liaison orthostérique de la strychnine. Les positions Trp88 

et Glu265 dans TAS2R46 sont conservées dans la plupart des TAS2R. Cela suggère la 

possibilité que les récepteurs TAS2R possèdent deux sites de liaison (Sandal et al. 2015). Les 

modélisations et les résultats des expérimentations sur cellules ont mis en évidence les résidus 
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importants pour l’interaction de la strychnine et de TAS2R46 au niveau vestibulaire 

uniquement (L71 dans ECL1, Ile82 dans TM3, Asn176 dans TM5) et ceux importants au 

niveau des interactions vestibulaires et orthostériques (Tyr241 et Ile245 dans TM6 et Glu265 

dans TM7).  
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(A) représentation du site vestibulaire, (B) représentation du site orthostérique. La strychnine est 
représentée en rouge foncée. Le squelette protéique est représenté en bleu foncé du côté N-terminal 
et en bleu clair du côté C-terminal. Les résidus impliqués dans le site vestibulaire son colorés en vert 
clair. Les résidus en gris ont été montrés comme importants pour la liaison orthostérique au niveau 
des boucles ECL2 et ECL3. Les résidus en vert foncé sont impliqués dans la liaison orthostérique 
(d’après Sandal et al., 2015). 

Figure 21 : Modélisation moléculaire dynamique de TAS2R46 en présence de strychnine. 
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Une étude de mutagénèse dirigée portant sur le TAS2R10 humain a permis d’identifier 

les résidus impliqués dans l’activation de ce récepteur et d’étudier l’effet de différentes 

substitutions sur son profil de réponse à diverses molécules amères (Born et al. 2013). De 

façon surprenante, les mutations S85A et Q175A ont montré un impact différentiel sur la 

stimulation par différents agonistes, soutenant l’interaction avec certains agonistes, tout en 

perturbant l’interaction avec d'autres agonistes. Cela suggère que ce récepteur est 

« optimisé » pour interagir avec de nombreux agonistes au détriment d'affinités 

potentiellement plus élevées pour les agonistes individuels. Par ailleurs, les auteurs ont 

constaté que TAS2R10 et TAS2R46 lient la strychnine par des mécanismes d’interactions 

différents. Ceci indique que la capacité de différents TAS2R à répondre aux mêmes 

substances amères ne résulte pas nécessairement de caractéristiques pharmacologiques 

conservées ou « héritées » à partir de récepteurs amers ancestraux communs, mais qui ont 

plutôt évolué indépendamment au cours du temps (Born et al. 2013). 

D’autres études de relation structure-fonction ont confirmé la présence de la poche de 

liaison enfouie dans le premier tiers supérieur du domaine transmembranaire et mis en 

évidence certains des domaines transmembranaires impliqués, ainsi que les résidus 

importants dans les interactions. C’est le cas notamment pour le récepteur TAS2R16 dont le 

site de liaison orthostérique est formé par TM3, TM5 et TM6, au niveau desquels Glu86 (TM3), 

Trp94 (TM3) et His181 (TM5) interagissent directement avec la salicine, alors que les résidus 

Phe93 (TM3), Phe240 (TM6) et Ile243 (TM6) participent à la formation de la poche de liaison 

(Sakurai et al. 2010). Les résidus identifiés dans la liaison du PTC au récepteur TSA2R38 sont 

les résidus Asn103 (TM3), Trp99 (TM3), Met100 (TM3), Phe255 (TM6) et Val296 (TM7). 

D’autres données suggèrent que les résidus Trp99, Met100 et Ser259 (TM6) contribuent aussi 

à définir la taille et la forme de la cavité de liaison (Biarnes et al. 2010). Des expérimentations 

ont montré que les résidus Asn103 (TM3), Phe197 (TM5), Trp201 (TM5) et Phe264 (TM6) sont 

communs à l’interaction du PTC et du PROP, les deux agonistes du récepteur TAS2R38 par 

ailleurs très utilisés en analyse sensorielle (Marchiori et al. 2013). Récemment des études 

conduites sur TAS2R7 montrent que les résidus Asp86, Ser181 et Trp170 présents sur le côté 

extracellulaire de TM3, TM5 et dans la boucle ECL2 sont essentiels pour la liaison des 

agonistes. Des mutations de ces acides aminés entraînent une perte de fonction. Ces résultats 

montrent que les agonistes se lient sur un site extracellulaire plutôt que profondément dans la 

poche de liaison, impliquant des résidus présents dans l’hélice ECL2 et les TM du TAS2R7 

(Liu et al. 2018) et confirment aussi l’existence et le rôle fonctionnel du site vestibulaire pour 

les TAS2R. 

 

Une autre conséquence de la déorphanisation des TAS2R repose sur la possibilité 

d’identifier des antagonistes des TAS2R qui pourraient notamment agir comme des inhibiteurs 
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du goût amer. Ces molécules sont susceptibles de devenir des outils précieux pour la 

recherche fondamentale et la recherche appliquée, notamment pour réduire la perception du 

goût amer dans les formulations médicamenteuses pédiatriques. À l'avenir, les connaissances 

détaillées sur l'architecture des récepteurs amers, les poches de liaison des agonistes et les 

inhibiteurs des récepteurs amers pourraient même permettre la conception rationnelle de 

nouveaux modulateurs des récepteurs amers. 

Le premier antagoniste des TAS2R à action assez large a été découvert par la société 

Givaudan lors d’un criblage à haut débit orienté sur la découverte de petites molécules 

capables de bloquer le mauvais goût amer des édulcorants artificiels de type sulfonylamides : 

la saccharine et l’acésulfame-K (Slack et al. 2010). Cette étude a montré que l’acide 4-(2,2,3-

triméthyl-cyclopentyl)-butanoïque, également connu sous le nom de GIV3727, inhibe 

puissamment l'activation des deux récepteurs amers répondant à la saccharine et à 

l'acésulfame-K, TAS2R31 et TAS2R43, en agissant de façon compétitive (Slack et al. 2010).  

Récemment le mécanisme de réduction de l’amertume de la saccharine par le 

cyclamate a été élucidé grâce aux récepteurs TAS2R. Les industriels ont fréquemment recours 

à des mélanges combinant des édulcorants non caloriques dans une formulation unique. Le 

mélange le plus ancien, qui permet des niveaux de sucrosité plus élevés, combine la 

saccharine avec du cyclamate. Ce mélange offre l’avantage aussi de réduire l’amertume de 

chaque molécule isolée. Les études fonctionnelles en cellules ont démontré que le cyclamate 

est capable d'inhiber les deux récepteurs TAS2R31 et TAS2R43 responsables du goût amer 

de la saccharine et inversement, la saccharine supprime les réponses du récepteur amer 

TAS2R1 au cyclamate (Behrens et al. 2017). Par conséquent, la suppression mutuelle des 

réponses TAS2R explique la plus faible amertume des mélanges de ces édulcorants non 

caloriques. 

Le mécanisme d’action des inhibiteurs compétitifs naturels de l'amertume, le 3β-

hydroxydihydrocostunolide (3HDC) et le 3β-hydroxypélénolide (3HP), ont aussi été mis en 

évidence pour le récepteur TAS2R46 (Brockhoff et al. 2011). Du point de vue de leur structure 

chimique, ces composés sont remarquablement similaires aux agonistes connus du récepteur 

TAS2R46 mais agissent en tant qu’agonistes compétitifs. Étant donné que ces deux 

substances, 3HDC et 3HP, sont présentes dans les mêmes plantes produisant des lactones 

sesquiterpéniques activant TAS2R46, un niveau de complexité inattendu pour l'amertume des 

plantes est devenu évident. Depuis, un nombre croissant de bloquants d’amertume ont été 

identifiés indiquant que de telles molécules ne sont pas rares. Ainsi, la probénécide, 

médicament utilisé dans le traitement de la goutte, est capable d’inhiber la réponse du 

récepteur TAS2R16 à la salicine (Greene et al. 2011) et les récepteurs TAS2R38 et TAS2R43. 

Les 6-methoxyflavanones 4’-fluoro-6-methoxyflavanone, 6,3’-dimethoxyflavanone, et 6-

methoxyflavanone sont capables d’inhiber la réponse du récepteur TAS2R39 à l’ECG 
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(epigallocatéchine gallate) et dans une moindre mesure celle du récepteur TAS2R14 (Roland 

et al. 2014).  

Des expériences d’expression fonctionnelle conduites avec les récepteurs humains 

sensibles à la caféine (TAS2R7, TAS2R10, TAS2R14, TAS2R43 et TAS2R46) ont révélé que 

le (R)-citronellal bloquait complètement la réponse du récepteur TAS2R43 induite par la 

caféine, et dans une moindre mesure, celle du récepteur TAS2R46. La stimulation de cellules 

exprimant TAS2R43 avec des agonistes amers structurellement différents a permis d’identifier 

le (R) -citronellal en tant qu'inhibiteur allostérique général de TAS2R43. D'autres études de 

relation structure-activité ont indiqué que des aldéhydes aliphatiques ramifiés en 3-méthyle 

avec une chaîne carbonée d'au moins 4 atomes de carbone étaient les meilleurs antagonistes 

du TAS2R43 (Suess et al. 2018). Cette étude est la première à révéler l'influence des odorants 

sur la perception du goût amer au niveau des récepteurs. Alors que les interactions entre 

odeurs et goûts ont été principalement interprétées dans la littérature comme étant causées 

par une intégration neuronale centrale des odeurs et des goûts, plutôt que par des événements 

périphériques au niveau de la réception, ces résultats ouvrent une nouvelle dimension 

concernant l'interaction de ces deux sens chimiques. 

 

 

III.4. Mécanisme de transduction du goût 

 Mécanismes généraux d’activation des RCPG de classe A 

L’activation des récepteurs gustatifs par les stimuli sapides déclenche des mécanismes 

cellulaires complexes faisant intervenir de nombreux effecteurs. Le mécanisme de 

transduction du goût met en jeu des cascades de signalisation intracellulaires majeures qui 

ont été décrites en détails (Kikut-Ligaj and Trzcielinska-Lorych 2015, Margolskee 2002).  

La principale voie de transduction proposée fait intervenir l’Inositol triphosphate (IP3) 

et le diacylglycérol (DAG) comme seconds messagers (Figure 22). La protéine G 

hétérotrimère est activée par le récepteur membranaire. Cette protéine G contient différentes 

sous-unités comme la G-gustducine (Kim et al. 2014, Spielman 1998), la G-transducine, la 

protéine G14 (Tizzano et al. 2008) ainsi que la G3 ou G1 et la G13 (Huang et al. 1999). 

Au cours de l’étape suivante, le complexe hétérotrimérique est dissocié en deux sous-unités, 

G et G, et la sous-unité G va activer la phospholipase C (PLC2), ce qui conduit à la 

libération d’IP3 et du DAG comme seconds messagers. L’IP3 est alors reconnu au niveau des 

récepteurs IP3R3 situés dans la membrane du réticulum endoplasmique. L’activation de ces 

récepteurs conduit à la libération de Ca2+ dans l’espace intracellulaire ce qui conduit à: (i) 

l’ouverture du canal TRPM5 (Transient Receptor Potential cation channel subfamily Melastatin 



Partie 1 : Etat de l’art 

 

70 
 

member 5) situé dans la membrane plasmique et l’entrée de cations dans la cellule puis sa 

dépolarisation (Damak et al. 2003) et (ii) en parallèle à la libération d’ATP comme 

neurotransmetteur (Taruno et al. 2013). L'ATP libéré par les cellules gustatives active les 

récepteurs purinergiques contenant les sous-unités P2X2 et P2X3 localisées sur les fibres 

nerveuses (Bo et al. 1999). Ces récepteurs sont essentiels à la transmission du signal gustatif 

car leur élimination sur des souris KO P2X2/P2X3 (Finger et al. 2005) ou l’inhibition 

pharmacologique des récepteurs P2X3 (Vandenbeuch et al. 2015) supprime totalement les 

réponses aux saveurs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ATP est nécessaire en tant que neurotransmetteur pour activer les voies gustatives 

neurales afférentes. Cependant, le mécanisme de sa libération lors de la transduction du goût 

sucré, amer et umami n’a pas encore été complètement élucidé. Des études récentes 

confirment qu’un canal ionique voltage-dépendant CALHM1, identifié à l’origine comme 

modulateur de la signalisation calcique (Dreses-Werringloer et al. 2008), est crucial pour la 

libération d’ATP provoqué par les stimuli gustatifs au niveau des cellules gustatives de type II 

(Taruno et al. 2013). Les souris privées de CALHM1 ne sont d’ailleurs pas en mesure de 

percevoir les goûts sucré, amer et umami (Hellekant et al. 2015, Sclafani et al. 2014). Des 

études antérieures avaient montré que la communication de cellule à cellule dans les 

bourgeons gustatifs était dépendante de canaux pannexin 1 (Panx1) qui médient la libération 

La voie de la signalisation cellulaire des récepteurs TAS1R et TAS2R est similaire. La liaison du ligand 
active la voie de signalisation de la phospholipase C (PLC) qui entraîne la libération de stocks de 
calcium intracellulaire du réticulum endoplasmique qui aboutit à l’ouverture du canal TRPM5. Cela 
conduit à une dépolarisation de la cellule gustative qui entraîne l’ouverture des canaux CALMH1 et la 
libération d'ATP qui agit comme neurotransmetteur dans ces cellules (d’après Liman, 2014). 

Figure 22 : Voie de signalisation cellulaire des cellules réceptrices du goût de type II. 
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d’ATP (Dando and Roper 2009, Roper 2015). Cependant, ces données ont été remises en 

cause par des travaux plus récents conduits sur des souris KO pour Panx1 qui n’ont pas 

montré de différences de réponses au sucré par rapport aux souris sauvages (Tordoff et al. 

2015, Vandenbeuch et al. 2015). Il reste donc à savoir si CALHM1 agit seul ou en combinaison 

avec d’autres canaux. 

 

 

 Mécanismes généraux d’activation des RCPG de classe C 

Les structures cristallines résolues des DEC de mGluR, GABAB, CaSR et TAS1R chez 

le poisson médaka, ont permis une description plus précise de l’activation et de la liaison du 

ligand sur le domaine DEC. La liaison d’un ligand au DNT entraîne un changement structural 

qui constitue la première étape de l’activation du récepteur. Les agonistes se lient au DNT 

ouvert et interagissent principalement avec le lobe 1. Après liaison, le lobe 2 interagit avec 

l’agoniste favorisant et stabilisant une configuration fermée du récepteur. Ainsi, deux 

conformations principales de chaque DNT, ouverte (O) ou fermée (F) ont été observées (Geng 

et al. 2012, Kunishima et al. 2000, Muto et al. 2007a, O'Hara et al. 1993).  

Il est important de noter que les récepteurs de classe C forment soit des homodimères 

(mGluR et CaSR) soit des hétérodimères (TAS1R et GABAB) reliés par des liaisons 

covalentes (ponts disulfures) ou non covalentes (interactions ioniques, liaisons de Van Der 

Waals). Cette dimérisation joue un rôle crucial dans leur activation. Par exemple, il a été 

montré que les deux DNT de mGluR-I1 sont reliés par un pont disulfure formé entre les 

cystéines en position 140 (Kunishima et al. 2000). On notera que cette cystéine 140 est 

absente des TAS1R mais est conservée dans le récepteur au calcium CaSR. Sa mutation 

empêche la dimérisation et diminue la sensibilité de CaSR pour le calcium sans l’abolir 

démontrant l’existence d’autres interactions (Ray et al. 1998). La mutation des acides aminés 

au niveau du lobe 1 de mGluR-I1 a permis d’identifier les résidus impliqués dans la dimérisation 

(Sato et al. 2003). Le récepteur de classe C sous sa forme dimérisée peut donc adopter quatre 

états conformationnels : un état complétement actif où les deux DNT sont sous forme fermée 

(F/F), deux états partiellement actifs ouvert-fermé (O/F) et fermé-ouvert (F/O), et un état inactif 

pour lequel les DNT sont ouverts (O/O). Dans ce dernier état, les deux lobes sont éloignés par 

répulsion électrostatique et forment un angle de 140° dégageant ainsi le site de liaison (Figure 

23). La fixation du ligand qui stabilise la conformation fermée peut avoir lieu simultanément 

sur les deux DNT (Kunishima et al. 2000). Cependant, il a été montré aussi qu’un seul agoniste 

peut permettre d’activer le récepteur malgré la présence des deux sites de liaison possibles 

(Kniazeff et al. 2002). 
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Les structures des DEC de dimères du mGluR et les analyses structure-fonction en 

transfert d’énergie de fluorescence par résonnance (FRET) de l’équipe de Jean-Philippe Pin 

(Institut de Génomique fonctionnelle, Montpellier) ont largement complété ces données en 

confirmant que les dimères DNT oscillent entre deux conformations majeures : la forme R 

stabilisée par les antagonistes, et la forme A stabilisée par les agonistes et nécessaire à 

l’activation. Leur modèle montre que l’activation du récepteur par un agoniste entraîne un 

mouvement de ciseaux entre les DNTs, conduisant à un réarrangement des RRC qui 

déclenche le réarrangement des deux DTM, menant à l’activation d’un seul DTM à la fois et 

au couplage à la protéine G intracellulaire (Rondard and Pin 2015) (Figure 24).  

 

 

Les homodimères et les hétérodimères subissent des changements de conformation lors de 
l'activation par un ligand (en violet). L'orientation relative des VFT du dimère est modifiée lors de la 
liaison de l'agoniste; les RRC (sauf pour le GABAB) se rapprochent et les dimères DTM changent de 
conformation de sorte qu’un seul DTM est à l’état actif (d’après Moller et al, 2017). 

Figure 23 : Mécanismes moléculaires d’activation d’un homodimère et hétérodimère des RCPG 
de classe C. 
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Plus précisément, l’étude de l’hétérodimère mGluR2/mGluR4 a montré qu’alors que 

les deux sous-unités sont capables d’activer les protéines G, seul le DTM de mGluR4 est 

capable de le faire dans l’hétéodimère mGluR2/mGluR4. Par ailleurs, la manipulation de la 

conformation de mGluR2 et mGluR4 par des modulateurs allostériques positifs ou négatifs 

peut réorienter l’asymétrie vers les protéines G. Ces études mettent en évidence de fortes 

interactions allostériques entre deux RCPG dans un complexe dimérique et démontrent la 

capacité différentielle de chaque DTM à atteindre un état d’activation de la protéine G (Liu et 

al. 2017, Moller et al. 2017). 

 

Très récemment, en utilisant une combinaison de cristallographie aux rayons X, de 

microscopie cryo-électronique et d'études de signalisation, les travaux de Koehl et 

collaborateurs ont permis de décrire le mécanisme d'activation du récepteur mGluR5 (Koehl 

et al. 2019). Les résultats montrent que la liaison des agonistes au niveau des domaines VFT 

conduit à un compactage des sous-unités à l'interface des lobes du dimère, amenant ainsi les 

RRC situées à proximité à se repositionner pour relayer ce changement de conformation 

(Figure 25 - 26 - 27). Ensuite, les interactions rigides existantes entre les domaines riches en 

cystéine et les boucles ECL2 extracellulaires du DTM du récepteur permettent le 

Représentation schématique de l’activation du mGluR conduisant à l’activation de la protéine G. La 
liaison du ligand au VFT stabilise la conformation fermée du DNT et son changement d’orientation, 
entraînant le changement de conformation des RRC puis des DTM. Un seul des DTM va activer la 
protéine G. VFT : Venus Flytrap ; DNT : domaine N-terminal ; RRC : région riche en cystéine ; DTM : 
domaine transmembranaire (d’après Rondard et al., 2015). 

Figure 24 : Modèle d’activation d’un RCPG de classe C. 
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repositionnement des 7 domaines transmembranaires qui entrent en contact pour initier la 

signalisation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plus précisément, la liaison de l’agoniste conduit à la réduction de la distance entre les 

deux lobes de 35Å à 21Å au niveau de Asp233. La région riche en cystéine qui s’étend juste 

en dessous du VFT en direction de la membrane se rapproche de 43Å à 10Å au niveau de 

Glu527. Les deux DTM initialement distants de 21Å au niveau de leurs hélices TM5, les plus 

proches dans l’état inactif, se rapprochent l’un de l’autre par une rotation de 20° conduisant à 

A et B : cartes cry-EM du mGluR5 à l’état inactif (A) et à l’état actif lié au nanobody Nb43 (jaune) et au 
ligand l-quisqualate (violet) (B). C et D : les modèles moléculaires actif (C) et inactif (D) de mGluR5 sont 
représentés vus de côté (à gauche) ou de haut (à droite). Les positions dans les domaines VFT (rouge), 
CRR (jaune), CRR/DTM (violet) et DTM (vert) indiquent que l’état actif est caractérisé par de plus petites 
distances inter sous-unités. La position TM5 dans le modèle inactif (rose) montre que, à leur point le 
plus proche, les DTM restent séparés. GDN : glyco-diosgenin, Nb43 : nanobody (anticorps de lama 
dirigé contre mGluR5, stabilisateur de l’état actif de mGluR5), MSP1D1 : nanodisque utilisé pour la 
solubilisation de mGluR5 (d’après Koehl, 2019). 

Figure 25 : Cartes et modèles moléculaires de mGluR5 obtenus par cryo-microscopie 
électronique (cryo-EM). 
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une nouvelle interface le long des hélices TM6 avec une séparation de seulement 6Å au niveau 

de Ile791. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vues latérales (A, B) et supérieures (C, D) des DTM et RRC à l’état inactif (A, C) et à l’état activé. La 
position I791 dans le TM6 est représentée par une sphère à titre de référence. RRC : région riche en 
cystéine ; DTM : domaine transmembranaire (d’après Koehl et al., 2019). 

Figure 26 : Réarrangements de l’interface des DTM après activation du récepteur mGluR5. 

A et C : Images représentatives de la cryo-EM du récepteur mGluR5 produit en nanodisques sous forme 
inactive (A) et activée (B) en présence de nanobodies Nb43 et du ligand l-quisqualate. B et D : images 
obtenues après classification, alignement et moyennage des images collectées par le logiciel Relion. 
Amélioration du rapport signal bruit et obtention de sous-classes plus homogènes permettant de séparer 
les différents états conformationnels de la protéine (d’après Koehl, 2019). 

Figure 27 : Vues d’ensemble des images de cryo-EM de mGluR5. 
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Des études de cinétique réalisées sur cellules vivantes par microscopie confocale et 

technique de FRET ont permis d’établir pour le récepteur mGluR1 que les réarrangements 

conformationnels des sous-unités suite à l’addition d’une forte concentration de ligand se 

produisaient en 1 à 2 ms. Ce changement rapide est suivi par un changement significativement 

plus lent pour les DTM d’environ 20 ms. Enfin, la désactivation du récepteur se produirait 

respectivement en environ 40 ms et 900 ms pour les changements de conformations inter- et 

intra- sous-unités (Grushevskyi et al. 2019). 

 

Enfin, on notera que de nombreux autres travaux sont menés pour comprendre les 

mécanismes structuraux qui se déroulent ensuite lors de la transduction du signal du DTM à 

la protéine G hétérotrimérique (Dror et al. 2015, Du et al. 2019, Liu et al. 2019, Weis and 

Kobilka 2018). 

 

 

III.5. Distribution tissulaire des récepteurs du goût 

Les gènes TAS1R et TAS2R sont exprimés majoritairement au niveau des cellules 

gustatives présentes dans les bourgeons du goût. Le gène TAS1R2 est exprimé de façon 

prédominante dans les papilles caliciformes et foliées. TAS1R2 est exprimé plus rarement 

dans les papilles fongiformes et faiblement dans les bourgeons du goût situés au niveau du 

palais. Le gène codant la sous-unité TAS1R1 est exprimé principalement dans les bourgeons 

du goût situés au niveau du palais et des papilles fongiformes. Il est exprimé dans un plus 

faible pourcentage dans les papilles foliées et est rarement présent dans les papilles 

caliciformes (Hoon et al. 1999, Kitagawa et al. 2001, Montmayeur et al. 2001, Nelson et al. 

2001). Plusieurs profils de coexpression ont été établis par double hybridation in situ chez la 

souris et le rat. Un premier profil a mis en évidence la coexpression des gènes TAS1R1 et 

TAS1R3 dans les bourgeons gustatifs du palais et des papilles fongiformes. Le gène TAS1R3 

est également exprimé en absence de TAS1R1 et TAS1R2 dans ces mêmes papilles. Enfin, 

un troisième profil a révélé la coexpression de TAS1R2 et TAS1R3 dans les bourgeons 

gustatifs du palais, des papilles caliciformes et foliées (Max et al. 2001, Montmayeur et al. 

2001, Nelson et al. 2001). Par contre, il a été montré que les gènes TAS1R1 et TAS1R2 sont 

rarement coexprimés dans les mêmes cellules gustatives (Hoon et al. 1999, Nelson et al. 

2001). 
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Les gènes codant les récepteurs à l’amer TAS2R sont exprimés au niveau des 

différentes papilles gustatives linguales et dans les bourgeons gustatifs du palais (Adler et al. 

2000, Bufe et al. 2002, Kim et al. 2006, Matsunami et al. 2000, Ueda et al. 2001). Il a été 

estimé qu’approximativement 20% des cellules contenues dans un bourgeon du goût 

expriment des gènes TAS2R (Meyerhof 2005). Des expériences sur souris ont démontré que 

les TAS2R ne sont pas colocalisés avec les récepteurs TAS1R (goût sucré ou umami) mais 

sont exclusivement exprimés dans des cellules positives pour l'-gustducine (Adler et al. 

2000). Les expériences d’hybridation in situ combinant différentes sondes ont montré que 

chaque cellule gustative pouvait exprimer entre 2, 5, 10 gènes TAS2R, voir théoriquement 

l’ensemble du panel des gènes TAS2R (Adler et al. 2000). Cependant l’ARNm ne reflète pas 

forcément la présence des protéines. Plus vraisemblablement, d’autres expériences de 

colocalisation par hybridation in situ ont conclu que statistiquement pas plus de 4 à 11 TAS2R 

pouvaient être coexprimés dans une même cellule gustative (Behrens et al. 2007) suggérant 

une hétérogénéité dans la population des cellules gustatives exprimant les récepteurs TAS2R. 

Ces résultats sont en désaccord avec certaines observations qui ont montré que la plupart des 

cellules gustatives ne répondent qu’à un ou deux des cinq stimuli amers testés (Caicedo and 

Roper 2001) suggérant une population cellulaire plutôt homogène. 

 

En plus de leur expression dans les cellules gustatives, la présence de TAS1R et 

TAS2R a été montrée dans d’autres tissus comme les tissus gastro-intestinaux, par exemple 

(Figure 28). Ainsi, les trois membres de la famille des TAS1R sont exprimés, chez l’Homme 

et la souris, dans l’estomac (Bezencon et al. 2007, Hass et al. 2010), au niveau du duodénum 

(Dyer et al. 2005, Margolskee et al. 2007), du jéjunum (Dyer et al. 2005) et du colon (Rozengurt 

2006). L’expression de TAS1R3 a aussi été montrée dans les cellules endocrines intestinales 

(Rozengurt 2006), le foie , les cellules  du pancréas (Nakagawa et al. 2009). Bien que leur 

rôle physiologique reste à établir dans de nombreux organes, il a été proposé que 

TAS1R2/TAS1R3 est impliqué dans la régulation des processus métaboliques, tel que la 

détection de glucides, l'homéostasie du glucose et la libération d'hormones de satiété (Laffitte 

et al. 2014). La fonction métabolique de TAS1R2/TAS1R3 fait de ce récepteur une cible 

thérapeutique moléculaire potentielle pour le traitement du diabète de type 2 (Neiers et al. 

2016). Les sous-populations de cellules gustatives, comme les glandes salivaires produisent 

des hormones métaboliques, notamment la leptine, la ghréline, le glucagon et le GLP-1 ou 

glucagon-like peptide. L’hétérodimère TAS1R2/TAS1R3 pourrait avoir un rôle dans la 

régulation de l’absorption du glucose (Mace et al. 2009, Margolskee et al. 2007), la sécrétion 

d’insuline dans le pancréas mais également la sécrétion de polypeptides insulinotropes 

dépendants du glucose (GIP) et de GPL-1 dans l’intestin grêle (Jang et al. 2007, Kokrashvili 

et al. 2009, Murovets et al. 2015, Steinert et al. 2011). Des travaux récents sur souris ont 
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confirmé l’expression de GLP-1 dans des cellules exprimant TAS1R3 et son implication dans 

la transmission des stimuli sucrés. Une libération transitoire de GLP-1 a été mesurée sur les 

cellules gustatives stimulées par des composés sucrés. La libération de GLP-1 conduit à 

l’activation des fibres nerveuses. Cette activation est inhibée par un antagoniste de GLP-1, ce 

qui indique que GLP-1 est spécifiquement impliqué dans la transmission des signaux du goût 

sucré (Takai et al. 2015). Par ailleurs, il a été démontré que la leptine supprime la réponse au 

goût sucré des cellules gustatives via les récepteurs à la leptine et les canaux KATP (Kubasova 

et al. 2015). Des études menées par électrophysiologie ont montré que la leptine exerce un 

effet sélectif sur les cellules des bourgeons gustatifs exprimant TAS1R3 en supprimant la 

réponse aux édulcorants (Yoshida et al. 2015). Enfin récemment, l'impact du microbiote 

intestinal sur le récepteur du goût sucré a été évalué. Il a été démontré que les 

lipopolysaccharides dérivés de bactéries intestinales modulent les réponses des souris aux 

stimuli gustatifs sucrés. De plus, certains édulcorants artificiels induisent une intolérance au 

glucose en modifiant le microbiote intestinal (Suez et al. 2014). Dans ce contexte, on peut 

supposer que les récepteurs du goût sucré de l'intestin pourraient être impliqués dans 

l'intolérance au glucose induite par l'ingestion d'un édulcorant artificiel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(d’après Pour la Science, n°473, Mars 2017, p48-55). 

Figure 28 : Distribution tissulaire des récepteurs du goût. 
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L’expression des gènes TAS2R a été mise en évidence au niveau des voies 

respiratoires, de l’épithélium nasal jusqu’au poumon. Les cellules exprimant les TAS2R 

comprennent les cellules solitaires chimiosensorielles, les cellules épithéliales ciliées et les 

cellules des muscles lisses tapissant les voies respiratoires (Kinnamon 2012). L'application de 

composés amers sur l'épithélium nasal active le nerf trijumeau et induit des modifications de 

la fréquence respiratoire, suggérant que les cellules exprimant les TAS2R font partie des 

mécanismes de protection, lors de l'apnée et des éternuements, qui éliminent les substances 

irritantes inhalées (Finger et al. 2003). De même l’expression de TAS2R a été mise en 

évidence dans les voies digestives, notamment lors de stimulation gustative amère par voie 

intra gastrique. En effet l’administration intragastrique de dénatonium benzoate, une molécule 

très amère, diminue l’appétit et augmente la satiété en agissant sur la motilité gastro-

intestinale, en diminuant la libération de motiline (Deloose et al. 2018, Deloose et al. 2017). 

Les TAS2R ont également été retrouvés dans des tissus extérieurs aux voies gustatives (Lu 

and Zhang 2017, Yamamoto and Ishimaru 2013), tels que le cœur (Foster et al. 2013), le 

cerveau (Singh et al. 2011) et les testicules (Li 2013).  

Ces données suggèrent que leur rôle de détection des nutriments dans la cavité 

buccale ne représente pas la totalité de leurs capacités de signalisation. Des études récentes 

ont mis en évidence l’expression et la fonctionnalité des récepteurs TAS2R1 et TAS2R38 dans 

des kératinocytes humains montrant que ces récepteurs peuvent présenter un intérêt 

dermatologique et jouer un rôle dans la fonction barrière de la peau (Wolfle et al. 2015a, Wolfle 

et al. 2015b, Wolfle et al. 2015c, Wolfle et al. 2017). De plus, leur expression différentielle dans 

des pathologies telles que l’hypo- et l’hyperthyroïdie (Clark et al. 2015), la schizophrénie 

(Ansoleaga et al. 2015) et la maladie de Parkinson (Lu and Zhang 2017) suggère que les 

TAS2R pourraient s’avérer être des cibles thérapeutiques précieuses dans de multiples états 

pathologiques. L'expression des récepteurs du goût amer a également été documentée dans 

divers cancers. Des récepteurs du goût amer, comme TAS2R4 ont été identifiés dans les 

lignées cellulaires du cancer du sein MDAMB-231, MCF-7, MCF-10A (Singh et al. 2014) et 

dans des lignées cellulaires d’épithélium ovarien ou de cancer de la prostate (Martin et al. 

2019). En outre, l'expression d'un autre récepteur du goût, TAS2R38, a été mise en évidence 

dans des gouttelettes lipidiques de biopsies tumorales d'un adénocarcinome canalaire 

pancréatique, ainsi que dans une lignée cellulaire dérivée du cancer du pancréas (Gaida et al. 

2016).  

De nombreuses recherches sont orientées sur le rôle que pourrait jouer les TAS2R au 

niveau de l’immunité via le microbiote intestinal. En effet, les découvertes récentes des cellules 

Tuft (cellules épithéliales intestinales chimiosensorielles, dites aussi cellules en brosse) ont 

montré que ces cellules étaient capables d’exploiter le signal de transduction du goût amer 
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pour déclencher la réponse immunitaire de type 2 contre des agents pathogènes souvent 

associée à des microbes symbiotiques (Gerbe and Jay 2016, Howitt et al. 2016, Prandi et al. 

2018, von Moltke et al. 2016). Il a été proposé que les cellules Tuft détecteraient les molécules 

amères libérées par les parasites et sécrèteraient en retour de l’IL-25 ce qui augmente le 

nombre de cellules lymphoïdes (ILC2) et leur production de cytokines immunitaires de type 2 

(IL-4 et IL-13) (Ekstrand et al. 2017, Lu and Zhang 2017). Cependant, il reste à déterminer 

quels sont les TAS2R impliqués. 

 

III.6. Différences d’expression et polymorphisme des récepteurs 

Une grande partie de la variabilité du goût entre les différentes espèces et parmi les 

individus au sein d'une espèce peut être attribuée au polymorphisme des gènes codant les 

récepteurs du goût. Ainsi, par exemple, l’insensibilité au sucré des félidés comme le chat, le 

guépard et le tigre est associée à la perte d’expression du gène TAS1R2 (Li et al. 2005). Chez 

les chats, le gène TAS1R2 est un pseudogène, ayant acquis au cours de l'évolution de 

multiples mutations rendant le récepteur inactif. 

En général, les récepteurs qui ne présentent pas d’avantages évolutifs ont plus de 

chance d’être perdus, aucune pression de sélection ne contribuant à les maintenir. Ainsi dans 

les espèces dans lesquelles ils ne sont pas utilisés pour faire des choix alimentaires, ils 

peuvent disparaître ou leur nombre réduire, alors qu'une augmentation du nombre de 

récepteurs (pour les récepteurs amers) coïncide avec une expansion du régime alimentaire 

riche en végétaux. Par exemple, la pseudogénisation du récepteur du sucre, TAS1R2, s'est 

produite dans l'évolution de nombreux carnivores, pas seulement les chats, mais aussi chez 

les hyènes tachetées et certaines loutres (Jiang et al. 2012). À l'inverse, la sous-unité TAS1R1, 

composante du récepteur umami, est un pseudogène chez le panda géant, qui se nourrit 

exclusivement de bambou (Li et al. 2010, Zhao et al. 2010). Chez certains animaux, 

notamment le lion de mer et le dauphin, les trois sous-unités impliquées dans les récepteurs 

du goût sucré et du goût d'umami sont pseudogénisées, conséquence probable d'un mode 

d'alimentation dans lequel les aliments sont avalés entiers (Jiang et al. 2012). La comparaison 

des récepteurs de l’amertume, du sucré et de l’umami sur un large éventail d’espèces animales 

a montré que ces différences inter-espèces étaient fréquentes (Shi and Zhang 2006). 

Néanmoins, la relation de cause à effet inverse reste aussi possible, à savoir, la perte de 

fonctionnalité du gène TAS1R2 peut conduire à une perte du goût sucré et donc altérer le 

comportement alimentaire de ces animaux. Récemment, des travaux en bioinformatique sur 

la pseudogenisation (déclin du nombre de récepteurs du goût fonctionnels) de 35 gènes 

intervenant dans le goût, analysés sur 14 populations humaines de différentes ethnies, ont 

révélé une prévalence sans précédent de 25 variants de récepteurs gustatifs en perte de 
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fonction, identifiant ainsi l'un des cas les plus prononcés de diversité de population 

fonctionnelle dans le génome humain (Fujikura 2015). La fréquence des variants en perte de 

fonction dans les récepteurs du goût (2,1%) était considérablement plus élevée que la 

fréquence globale des pertes de fonctions dans le génome humain (0,16%). En particulier, les 

taux d'évolution moléculaire des récepteurs candidats acides (14,7%) et amers (1,8%) sont 

bien plus élevés chez l'Homme que ceux des récepteurs sucré (0,02%), salé (0,05%) et umami 

(0,17%) par rapport aux autres mammifères carnivores. De nombreux variants entraînant une 

perte de fonction sont spécifiques à une population (par exemple africaine, asiatique, 

américaine ou européenne), dont certains sont apparus même après cette divergence 

ethnique des populations (Fujikura 2015). 

 

Il a été montré que la fonctionnalité des récepteurs aux goûts sucré, amer et umami est 

affectée par la présence de polymorphisme au niveau des gènes TAS1R et TAS2R. La plupart 

des variations observées sont des substitutions portant sur un seul nucléotide, variations 

appelées SNP pour Single Nucleotide Polymorphism. Des nombreuses études génétiques sur 

les récepteurs gustatifs ont établi un lien entre la variation génétique des récepteurs du goût 

et le risque de maladie chronique (Dotson et al. 2008). Cela peut être dû aux différences de 

perceptions gustatives, ce qui peut entraîner des différences dans les choix, les préférences, 

les habitudes et les apports alimentaires. Cette variation de l’apport alimentaire peut à son tour 

affecter le métabolisme et par conséquent la santé (Garcia-Bailo et al. 2009). De même la 

présence des récepteurs gustatifs dans de nombreux tissus extra-oraux soulève la question 

de leur rôle notamment dans la régulation du métabolisme (Laffitte et al. 2014). 

Une étude du polymorphisme des trois gènes de TAS1R humains provenant de 88 

individus originaires de huit régions géographiquement différentes, a mis en évidence quatorze 

SNP affectant la séquence protéique de TAS1R1, dix SNP pour TAS1R2 et six pour TAS1R3 

(Kim et al. 2006). Quatre variations se situent dans le DNT de TAS1R2 et sont relativement 

proches du site de liaison principale des composés sucrés (Kim et al. 2006). Il a été proposé 

que ces substitutions soient à l’origine de différences de sensibilité interindividuelle aux 

molécules sucrées. La mutation I191V a été décrite comme étant associée à une augmentation 

de la consommation de sucre chez deux populations de personnes : obèses et en surpoids, 

(Eny et al. 2010). Plus récemment il a été montré que des adolescents obèses porteurs de 

l’allèle sérine du SNP rs9701796 dans TAS1R2 (mutation S9C) présentaient un rapport tour 

de taille sur taille et une consommation de chocolat en poudre plus élevée, alors que ceux 

porteurs de l'allèle valine du SNP rs35874116 dans TAS1R2 (mutation I191V) étaient 

caractérisés par un apport en fibres diététiques plus faible (Pioltine et al. 2018). La mutation 

SNP rs12033832 dans TAS1R2 a été montrée comme affectant à la fois la perception du goût 
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sucré et la consommation de sucre, de manière dépendante de l'IMC. Ainsi les participants 

ayant un IMC supérieur à 25 ont une plus faible sensibilité au sucre, des seuils de détection 

plus élevés et une consommation de sucre plus importante (Dias et al. 2015). De plus, Fushan 

et collaborateurs ont révélé que les polymorphismes alléliques au sein du promoteur du gène 

TAS1R3 étaient fortement corrélés à une diminution de la perception du saccharose chez 

l'homme (Fushan et al. 2009). 

D’autres données concernant le polymorphisme du gène TAS1R1 (Raliou et al. 2009b) 

indiquent que deux variants au niveau du DNT de TAS1R1 (A110V et A372T) sont prévalents 

chez des personnes qui ne perçoivent pas ou peu le goût du L-Glu. Par contre, les variations 

observées dans le gène TAS1R3 apparaissent pour la plupart dans les domaines 

transmembranaires où sont situés les sites modulateurs allostériques. Les travaux de 

Shigemura et collaborateurs en système d’expression hétérologue ont confirmé les données 

sensorielles qui montrent que les mutations A372T dans TAS1R1 entraînent une plus forte 

sensibilité au goût umami alors que la mutation R757C dans TAS1R3 diminue la sensibilité au 

MSG et MSG plus IMP, confirmant que la variabilité génétique de l’hétérodimère 

TAS1R1/TAS1R3 affecte la sensibilité au goût umami (Shigemura et al. 2009b). 

Un autre exemple concernant l’amertume, est la variation au sein de la population 

humaine en termes de sensibilité au phénylthiocarbamide (PTC), qui évoque un goût amer 

intense ou est insipide. Le PTC est détecté par le récepteur TAS2R38 pour lequel il existe 

deux allèles prédominants, l’un génère un récepteur sensible au PTC chez les personnes 

pouvant déguster le PTC et l’autre, un récepteur insensible au PTC chez les non-sensibles 

(Bufe et al. 2005, Kim et al. 2004). La raison pour laquelle l’allèle non-sensible a été maintenu 

est un mystère, c’est peut-être un récepteur fonctionnel amer, détectant un agoniste encore 

inconnu. De même, il a été montré que l’allèle du gène hTAS2R43 qui code pour une protéine 

avec un tryptophane en position 35, rend les personnes plus sensibles à l’amertume de l’aloïne 

et de l’acide aristolochique, deux composés présents dans certains végétaux. La même étude 

a montré que la sensibilité à l’amertume de la saccharine était chez l’Homme liée au 

polymorphisme de TAS2R43 et TAS2R44 (Pronin et al. 2007). Enfin, on notera aussi que chez 

certains individus, des gènes codant certains récepteurs à l’amer sont absents tels que 

TAS2R43 ou TAS2R45 (environ 18 % de la population pour ce dernier cas) (Pronin et al. 2007, 

Roudnitzky et al. 2011, Wooding et al. 2012). 
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IV. Approches expérimentales et méthodes d’études in vitro 
des récepteurs gustatifs 

 

Les protéines membranaires représentent environ 30% de l’ensemble des séquences 

codantes du génome. Ces protéines sont d’une importance capitale pour les cellules vivantes. 

Elles sont impliquées dans des processus biologiques fondamentaux pour maintenir 

l’homéostasie cellulaire et coordonner l’activité cellulaire dans tout l’organisme. Elles jouent 

un rôle clef dans la transduction des signaux, convertissant les changements d’informations 

extracellulaires en changement de fonctions intracellulaires. Parmi elles, on distingue les 

RCPG qui constituent la plus grande famille de récepteurs membranaires. Plus de 800 gènes 

codant les GPCR ont été identifiés à partir du génome humain séquencé (Fredriksson et al. 

2003).  

La diversité des ligands qui interagissent avec les RCPG est vaste et inclut des 

neurotransmetteurs, des métaux, des odorants, des molécules sapides, des acides gras, des 

acides aminés, des peptides, des protéines, des stéroïdes et la lumière. Leur 

dysfonctionnement est à l’origine de nombreuses pathologies comme le cancer, la 

mucoviscidose, l’épilepsie, l’hyper-insulinémie, les maladies cardio-vasculaires, l’hypertension 

et les maladies neurodégénératives. Cependant, les études sur ces maladies et d’autres, sont 

entravées par un manque de connaissances sur les protéines membranaires impliquées. 

Ainsi, connaître la structure de ces protéines membranaires et comprendre leurs mécanismes 

moléculaires présente non seulement un intérêt en biologie fondamentale, mais aussi un 

potentiel considérable d'amélioration de la santé humaine. Ceci est d’une importance 

primordiale pour l’industrie pharmaceutique qui produit de nombreux médicaments qui se lient 

aux protéines membranaires. En effet plus de 50% des médicaments ont actuellement leur 

mode d’action dirigé sur seulement environ une trentaine de RCPG alors que les protéines 

membranaires encodent pas moins de 800 gènes dans le génome humain. On comprend donc 

bien pourquoi l’industrie pharmaceutique et la recherche académique s’activent à mettre au 

point les méthodes et outils fiables pour relever ce challenge de la connaissance des RCPG 

et de la compréhension des interactions ligands-récepteurs.  

Les programmes de recherche axés sur les RCPG reposent principalement sur une 

combinaison d’approches multidisciplinaires. Parmi elles, les tests cellulaires et méthodes de 

criblage à haut débit, dites HTS pour High Throughput Screening permettent d’étudier le 

fonctionnement des RCPG dans leur environnement moléculaire et cellulaire complexe, de 

décrypter les activités de récepteurs orphelins, d’identifier de nouvelles molécules. Associées 

à la mutagénèse dirigée des récepteurs, elles permettent de mesurer les interactions ligands 

récepteurs à l’échelle moléculaire et de valider les modèles de prédiction de structure in silico. 

La modélisation moléculaire basée sur les expériences in silico fait appel aux connaissances 
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précises de la stéréochimie des liaisons atomiques au sein des molécules et met en œuvre 

des outils informatiques puissants pour calculer et prédire les interactions. Elles s’alimentent 

des données structurales obtenues par cristallogenèse des protéines et des simulations 

dynamiques pour analyser les mouvements cellulaires. Ainsi chaque domaine de recherche 

contribue à améliorer nos connaissances des GPCR et leurs interactions récepteurs-ligands. 

Dans ce chapitre, nous aborderons deux types approches in vitro utilisées pour l’étude 

des RCPG et plus particulièrement leur application aux récepteurs gustatifs : (i) la production 

et purification in vitro des récepteurs membranaires, (ii) l’expression fonctionnelle des RCPG 

sur cellules vivantes pour mesurer les interactions ligand-récepteur. 

 

 

IV.1. Expression et purification des RCPG 

Alors que des structures à haute résolution sont disponibles pour une myriade de 

protéines solubles, seulement 600 structures atomiques de protéines membranaires ont été 

obtenues jusqu'à présent, avec environ 300 structures déterminées au cours de ces 5 

dernières années. Parmi elles seulement environ 10% concernent des protéines 

membranaires de vertébrés. Les premières protéines membranaires cristallisées ont été 

obtenues grâce à leur abondance naturelle, évitant ainsi toutes les difficultés associées à la 

surexpression. Cependant, la majorité des protéines membranaires pertinentes sur le plan 

médical et pharmaceutique sont présentes dans les cellules à de très faibles concentrations. 

L’expression des protéines membranaires recombinantes dans des systèmes hétérologues 

adaptés à la production à grande échelle apparaît donc comme un préalable indispensable 

aux études structurelles et fonctionnelles. 

Ces dernières années, le panel de possibilités pour la production de protéines 

membranaires s’est élargi, allant des bactéries E. coIi aux cellules de mammifères, en passant 

par d’autres bactéries, comme Lactobacillus lactis, des protozoaires comme Leishmania 

tarentolae, des levures, des cellules d’insectes, des ovocytes de Xenope et même des 

systèmes acellulaires, afin de créer le système d’expression le plus performant pour chaque 

protéine membranaire. En effet, les propriétés physico-chimiques des différentes protéines 

membranaires sont très différentes et il est donc difficile de prévoir la meilleure approche. Dans 

tous les cas, chaque système a ses avantages et ses inconvénients, et le choix du meilleur 

système permettant d’obtenir des quantités élevées de protéines fonctionnelles est souvent 

empirique.  

Parallèlement aux progrès de production de protéines membranaires recombinantes, 

l’amélioration des stratégies de stabilisation des protéines membranaires en solution a 

contribué à résoudre un nombre croissant de structures. En effet, leur purification nécessite 
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l’utilisation de détergents pour extraire les protéines de la membrane et les maintenir en 

solution. De nombreuses protéines membranaires sont instables dans une solution contenant 

du détergent, et la recherche d'un détergent approprié et des conditions garantissant 

l'homogénéité, la fonctionnalité, la stabilité et la cristallisation des protéines est souvent une 

étape limitante et cruciale. De nombreux outils et de nouvelles stratégies dans le domaine des 

systèmes d'expression hétérologues et de stabilisation des protéines membranaires pour les 

analyses structurales et fonctionnelles sont encore en développement. 

 

 

 Stratégie de surexpression des RCPG : différents systèmes 
d’expression 

 

IV.1.1.1. Expression et production en bactéries Escherichia coli 

La bactérie E. coli est le système d’expression et de production des protéines 

membranaires le plus utilisé. Le temps de génération du bacille est court, la souche a été 

atténuée et la manipulation peut être réalisée sans danger. Le système est simple, peu 

coûteux et les volumes de culture peuvent être aisément augmentés. Les rendements sont 

généralement élevés et la protéine exprimée est homogène du fait qu’il n’existe pas de 

modifications post-traductionnelles chez les bactéries. Cependant, cette absence de 

modifications post-traductionnelles peuvent être un facteur limitant lorsqu’elle sont essentielles 

à l’activité de la protéine 

Les RCPG étant des protéines de la membrane plasmique, le ciblage des récepteurs 

recombinants sur la membrane interne de la bactérie est considéré comme la stratégie la plus 

évidente (Figure 29). Cependant cela conduit souvent à une toxicité cellulaire sévère et à de 

faibles niveaux d’expression. L’insertion dans la membrane interne bactérienne peut être plus 

efficace en fusionnant le RCPG à un partenaire auxiliaire protéique comme la -galactosidase 

de E. coli (114 kDa), la maltose binding protein (MBP, 42 kDa), la Green Fluorescent Protein 

(GFP, 27 kDa), la glutathion S-transferase (GST, 25 kDa), la thioredoxine A (TRX, 10 kDa) 

(Baneres et al. 2011), la Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO, 12 kDa). Nie et collaborateurs 

ont été les premiers à montrer l’expression soluble des DNT de TAS1R2 et TAS1R3 de souris 

sous forme de protéine de fusion avec la MBP (Nie et al. 2005). La brazzéine a été produite 

avec succès avec la protéine SUMO par Assadi-Porter et al. (Assadi-Porter et al. 2008).  
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Souvent, l’expression hétérologue de protéines membranaires dans E. coli est 

associée à un repliement incorrect de la protéine et à son accumulation dans le cytoplasme 

sous forme d’agrégats qu’on appelle corps d’inclusion (CI). Le ciblage de la production des 

RCPG sous forme de CI présente de nombreux avantages. Les CI peuvent être produits 

massivement par la cellule. Ils sont mécaniquement très stables et peuvent être facilement 

isolés des autres constituants cellulaires par centrifugation. Ils ne sont pas toxiques pour la 

bactérie et résistent à la dégradation protéolytique. Toutefois, cela implique que les récepteurs 

ainsi exprimés doivent être ensuite repliés dans leur état natif, ce qui constitue un important 

défi. Bien que certains RCPG puissent être surexprimés sans partenaire de fusion, dans de 

nombreux cas, celui-ci peut être à nouveau nécessaire pour une production efficace. Une 

étude sur plus de 100 RCPG a montré qu’en fonction des conditions de culture, GST et TRX 

étaient les partenaires de fusion les plus efficaces pour cibler les RCPG sur les CI (Michalke 

et al. 2009). Plus récemment, il a été montré que la fusion de la protéine SUMO pour la 

production du DNT de TAS1R2 et TAS1R3 de souris et d’Homme favorisait le repliement des 

récepteurs produits sous forme de corps d’inclusion (Assadi-Porter et al. 2018). Au laboratoire, 

Les GPCR peuvent être produits dans les bactéries soit par (1) insertion dans la membrane interne ou 
(2) accumulation dans des corps d'inclusion (CI). Dans le premier cas, un partenaire protéique est 

couplé à l'extrémité N-terminale comme la MBP Maltose Binding Protein, 43 kDa) ou la -gal (-
galactosidase, 114 kDa) ou à l'extrémité C-terminale avec la GFP (Green Fluorescent Protein, 27 kDa) 
ou la TRX (thiorédoxine A, 10 kDa) du récepteur, ou aux deux extrémités (par exemple, MBP et TRX) 
pour cibler la protéine recombinante vers la membrane. Dans le second cas, la production sous forme 
de CI est favorisée par couplage à l'extrémité N-terminale d'un autre partenaire de fusion, tel que la 
GST (glutathion S-transférase, 25 kDa), KSI (kétosteroïde isomérase, 12 kDa), TRX, NusA (E. coli N-

utilisation substance A, 50 kDa) ou 5I (fragment d’intégrine 5, 31 kDa). Les GPCR accumulés sous 
forme de CI ne sont pas correctement repliés et doivent être solubilisés dans des détergents agressifs 
avant d’être repliés (d’après Baneres, 2001). 

Figure 29 : Stratégie de surexpression des GPCR dans Escherichia coli. 
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les travaux de thèse d’Elodie Maîtrepierre et Maude Sigoillot, ont démontré les interactions 

ligands sucrés et umami avec les DNTs de TAS1R2 et TAS1R3 produits par repliement de 

corps d’inclusion sans protéine de fusion (Laffitte et al. in preparation, Maitrepierre et al. 2012). 

Par la même méthode, nous avons mesuré les interactions de certains acides aminés avec le 

cT1R1-DNT du récepteur de chat au goût umami (Belloir et al. 2017b). 

 

IV.1.1.2. Expression et production chez la levure 

Il existe plus de 1500 espèces de levures connues mais une minorité seulement d’entre 

elles sont utilisées pour l’expression et la production de protéines membranaires 

recombinantes. Les deux plus couramment utilisées sont Saccharomyces cerevisiae et Pichia 

pastoris (Bawa et al. 2011, Bonander and Bill 2012, Darby et al. 2012, Emmerstorfer-Augustin 

et al. 2019, Routledge et al. 2016). Les levures sont des cellules eucaryotes unicellulaires qui 

combinent de nombreux avantages. Les levures se multiplient rapidement dans des milieux 

de culture peu onéreux et dans des conditions de cultures équivalentes à celles des bactéries 

((Bill 2014). Les principaux paramètres influençant la croissance et le niveau de production 

des protéines recombinantes sont classiques : la composition du milieu, la température, le pH 

et le degré d’oxygénation du milieu. Les levures peuvent facilement être manipulées 

génétiquement et elles réalisent la plupart des modifications post-traductionnelles présentes 

chez les eucaryotes supérieurs telles que la formation des ponts disulfures ou les N- et O-

glycosylations. Cependant, une hyper glycosylation des protéines et l’absence de cholestérol 

membranaire (remplacé par de l’ergostérol) sont deux désavantages qui peuvent avoir des 

conséquences néfastes sur le repliement, la stabilité ou l’activité de certaines protéines 

membranaires recombinantes.  

Pour pallier à ces inconvénients lors de la production de protéines humaines, certaines 

souches de levure ont été « humanisées », c’est-à-dire génétiquement modifiées pour leur 

conférer des caractéristiques biologiques et biochimiques proches de l’Homme, notamment 

pour modifier leur capacité de modifications post-traductionnelles ou pour enrichir leur 

membrane en cholestérol au lieu d’ergostérol. Ainsi, des travaux menés sur la levure Pichia 

pastoris (reclassifiée comme Komagataella pastoris) ont permis d’inactiver quatre gènes de 

glycosylation spécifiques de la levure et d’en réintroduire 14 autres afin de reproduire les 

étapes séquentielles de la glycosylation humaine (Hamilton et al. 2006). De même la création 

d’une souche modifiée de S. cerevisiae dans laquelle la voie de biosynthèse a été entièrement 

reconstituée a permis d’obtenir une levure capable de fabriquer des stérols analogues au 

cholestérol. Les auteurs ont démontré que cette modification doublait, voir triplait, la capacité 

de la levure à produire des RCPG dont l’activité est souvent cholestérol dépendante (Kitson 

et al. 2011). 
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L’utilisation de la levure S. cerevisiae offre l’avantage d’être très bien documentée en 

termes de littérature mais aussi du point de vue de sa génétique qui est bien maitrisée. On 

trouve pour S. cerevisiae la plus large gamme de souches et d’outils biologiques spécifiques 

développés par les sources commerciales ou académiques (Cartwright et al. 2016). La levure 

P. pastoris offre quant à elle deux avantages spécifiques : elle peut être cultivée à très haute 

densité et elle est capable de métaboliser le méthanol. En effet si on diminue ses apports 

préférentiels en source de carbone, comme le sucre ou le glycérol, elle est capable d’utiliser 

le méthanol comme source unique de carbone, ce qui stimule fortement l’expression des 

gènes impliqués dans sa dégradation métabolique et son utilisation comme source d’énergie 

et de biomasse (Hartmann et al. 2016). De plus, le méthanol constitue un inducteur 

d’expression puissant et peu coûteux. 

Les premières structures de protéines membranaires produites à partir de levure ont 

été obtenues en 2005 avec : l’ATPase-Ca2+ dite SERCA1a du lapin, surexprimée chez S. 

cerevisiae et le canal potassique voltage dépendant Kv1.2 du rat produit chez P. pastoris 

(Jidenko et al. 2005) Plus récemment les résolutions des structures des protéines 

membranaires comme l’aquaporine 2, la bestrophin-1, le canal TRAAK channel, la leukotriene 

C4 synthase et la P-glycoprotein ont été réalisées après surexpression en P. pastoris 

(Routledge et al. 2016). La levure P. pastoris a été très utilisée pour la production des protéines 

sucrées (Masuda et al. 2016) comme la brazzéine (Poirier et al. 2012), la monelline (Cai et al. 

2016, Jia et al. 2017, Liu et al. 2015) la thaumatine (Healey et al. 2017, Ide et al. 2007) et la 

gurmarine, petite protéine inhibitrice du goût sucré (Sigoillot et al. 2015). En 2009, Sugawara 

et collaborateurs ont produit les 25 TAS2R humains par fusion avec la GFP en levure S. 

cerevisiae (Sugawara et al. 2009). Après optimisation des paramètres de production, ils ont 

obtenu environ 1 mg des récepteurs TAS2R7, TAS2R8, TAS2R16, TAS2R41 et TAS2R48 par 

litre de culture. Bien que le récepteur TAS2R41 semblait le plus soluble et homogène pour 

envisager des études structurales par cristallisation aucune structure n’a été identifiée à ce 

jour (Sugawara et al. 2009). 

 

IV.1.1.3. Expression et production dans les cellules d’insectes 

La production de protéines recombinantes par des cellules d’insectes repose sur leur 

infection par un baculovirus recombinant. Les baculovirus sont des virus à ADN double brin 

(80-180 kbp) en forme de bâtonnets, enveloppés par une nucléocapside empaquetée dans 

une matrice de polyhédrine. La souche de baculovirus la plus utilisée est Autographa 

californica Multiple Nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV). Les baculovirus infectent 

spécifiquement les invertébrés de la classe des Arthropodes comme les insectes et les 

crustacés, leur manipulation est donc sans danger pour les vertébrés ou les végétaux. Les 
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lignées de cellules d’insectes utilisées pour l’infection et la production des protéines 

recombinantes sont les cellules Sf9 ou Sf21 dérivées de Spodoptera frugiperda et les cellules 

High five (Hi5) issues de Trichoplusia ni. L’infection des cellules d’insectes se déroule en 

quatre étapes. La phase dite « immédiate » (0-4 h post infection) correspondant à l’entrée du 

virus par endocytose, vient ensuite la phase « précoce » (4-7 h) de réplication de l’ADN. La 

phase tardive (7-24 h) est plus longue et correspond à la production des protéines de la 

nucléocapside pendant laquelle des baculovirus sont libérés permettant une infection 

secondaire. Durant la phase « très tardive » (24 h et jusqu’à la mort cellulaire) les gènes codant 

la polyhedrine ou p10 sont surexprimés ce qui en fait des promoteurs « tardifs » intéressants 

pour l’expression des protéines recombinantes auxquelles ils sont associés. Au final, les virus 

qui ont produit la protéine s’accumulent dans le noyau de la cellule et sont libérés par lyse 

cellulaire (McKenzie and Abbott 2018). Ainsi le système baculovirus/cellules d’insectes est un 

système d’expression très utilisé, relativement peu coûteux, facile à manipuler et à incrémenter 

en termes de volume, ce qui permet de produire en quantité et en qualité des protéines 

membranaires. Les fournisseurs proposent un nombre important de constructions 

plasmidiques pour l’expression et faciliter la purification des RCPG produits par baculovirus 

(Saarenpaa et al. 2015). Pour autant, chez les cellules d’insectes, la glycosylation des 

protéines est limitée souvent à l’addition de mannose et la membrane plasmique des cellules 

contient un faible taux de cholestérol. Comme pour les levures, ces problèmes ont été en partie 

résolus en adaptant génétiquement les lignées par introduction de glycosyl transférases 

humaines (Jarvis et al. 1998) ou en ajoutant du cholestérol dans le milieu de culture 

(Marheineke et al. 1998). 

Bien que certains récepteurs de classe A, tels que les récepteurs 1 et 2 

adrénergiques, la D3 dopamine, et de classe C, comme mGluR1 et mGluR5 aient été produits 

en baculovirus/cellules d’insectes pour des études structurales (Milic and Veprintsev 2015), 

peu de données sont disponibles pour la production de récepteurs gustatifs dans ce système 

d’expression. Les travaux de Sainz et collaborateurs ont utilisé l’expression de différents 

récepteurs chimériques rhodopsine-mTAS2R produits en baculovirus-Sf9 pour mettre en 

évidence les interactions des récepteurs mTAS2R5, hTAS2R7, hTAS2R14, hTAS2R43 et 

hTAS2R47 avec 17 molécules amères (Sainz et al. 2007). De même le récepteur de souris 

mTAS2R5 et la gustducine ont été exprimés en baculovirus pour mesurer les interactions 

GTPs induites par le cycloheximide (Chandrashekar et al. 2000). Plus récemment, la structure 

tridimensionnelle des DNT de l’hétérodimère TAS1R2/TAS1R3 du poisson médaka a été 

résolue (Nuemket et al. 2017). L’expression constitutive des domaines extracellulaires 

TAS1R2 et TAS1R3 a été obtenue après clonage des gènes d’intérêt dans les plasmides 

pAc5.1 et pCoBlast adaptés à l’expression en cellules d’insectes, et leur transfection stable 
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dans des cellules S2 de Drosophila melanogaster cultivées dans du milieu Express Five™ 

SFM (Nango et al. 2016). 

IV.1.1.4. Système d’expression en cellules Eucaryotes 

Les cellules de mammifères représentent le système idéal d’expression et de 

production des RCPG puisqu’elles correspondent à l’environnement naturel des récepteurs. 

Les lignées cellulaires les plus utilisées pour l’expression en stable des protéines 

recombinantes sont des clones dérivés de HEK293 (Human Embryonic Kidney) ou de CHO 

(Chinese Hamster Ovary). Ces lignées initialement adhérentes ont été adaptées pour une 

croissance en suspension à haute densité et elles sont facilement transfectables. Il existe une 

grande quantité de milieux commerciaux pour leur croissance dont certains sont dépourvus 

de sérum. Les lignées peuvent aussi être utilisées dans les systèmes d’expression par 

baculovirus lorsque certaines protéines membranaires requièrent des modifications post-

traductionnelles et un environnement lipidique natif qui rendent l’expression en cellules 

d’insectes non utilisable (Goehring et al. 2014). Certaines lignées ont été créées pour une 

intégration ciblée du transgène facilitant ainsi le clonage (Flp-In™-293, Flp-In™-T-REx®-293, 

and Flp-In™-CHO) (Hacker and Balasubramanian 2016). D’autres lignées cellulaires sont 

déficientes en glycosylation (HEK293S-GnTI-, HEK293Glyco delete et CHO lec1) et 

surexpriment de façon stable le répresseur à la tétracycline (TetR) pour induire l’expression 

des protéines (T-REx®-293 et T-REx™-CHO).  

C’est le cas de la lignée de cellules HEK293S-Gnti- mise au point par Reeves et 

collaborateurs, qui a intégré de façon stable le gène TetR par transfection du plasmide 

pcDNA6™/TR lui conférant sa résistance à la blasticidine (Reeves et al. 2002a, Reeves et al. 

2002b). Ce plasmide fait partie pour moitié du système d’expression T-REX™ (Life 

technologies) qui a été mis au point pour l’expression de gènes inductibles par la tétracycline 

chez les cellules de mammifères. Le gène TetR code pour un répresseur protéique de 207 

acides aminés (23 kDa) sous le contrôle du promoteur CMV (cytomegalovirus). La deuxième 

partie du système T-REX™ est constituée des plasmides pcDNA4/TO ou pcDNA5/TO dans 

lesquels peuvent être insérés les gènes codant pour les récepteurs protéiques à exprimer 

(Figure 30).  

De nombreux travaux ont été publiés sur les cellules CHO car cette lignée est 

privilégiée pour la production de protéines recombinantes à visées thérapeutiques. 

Cependant, c’est la lignée HEK293S-GnTI- déficiente en N-acetylglucosaminyltransferase I 

(GnTI) (Reeves et al. 2002b) qui a démontré ses capacités à produire des récepteurs 

membranaires sensoriels tels que la rhodopsine et les récepteurs olfactifs OR17-40 (Cook et 

al. 2008, Cook et al. 2009) et OR1A1 (Belloir et al. 2017a).  
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IV.1.1.1. Système d’expression acellulaire in vitro 

Depuis quelques années, il existe sur le marché des systèmes d’expression dits « cell-

free » dans lesquels l'expression de protéines est réalisée sans l'utilisation de cellules 

vivantes. Au lieu de cela, tous les composants nécessaires pour transcrire l'ADN en ARN et 

traduire l'ARN en protéine (par exemple, des ribosomes, des ARNt, des enzymes, des 

cofacteurs, des acides aminés) sont fournis en solution pour une utilisation in vitro. 

Généralement, de telles solutions sont obtenues en fabriquant un lysat cellulaire à partir d'un 

type de cellules bactériennes ou eucaryotes.  

Figure 30 : Schéma du mode d'induction par la tétracycline dans la lignée HEK293S GnTI- 
inductible 

L’expression des gènes est contrôlée par le promoteur CMV dans lequel deux copies codant la 
séquence de l’opérateur TetO2 (19 nucléotides par TetO) ont été insérées en tandem. Ces séquences 
servent de site de fixation pour 2 molécules de répresseur Tet. En absence de tétracycline, le répresseur 
Tet forme un homodimère qui se lie avec une affinité extrêmement élevée à chaque séquence TetO2 
dans le promoteur du vecteur d'expression inductible. Les deux sites TetO2 dans le promoteur du 
vecteur d'expression inductible servent de sites de liaison pour 4 molécules (ou 2 homodimères) du 
répresseur Tet. La liaison des homodimères répresseurs Tet aux séquences TetO2 réprime la 
transcription du gène d'intérêt. Lors de son addition, la tétracycline se lie avec une haute affinité à 
chaque homodimère du répresseur Tet et provoque un changement conformationnel dans le répresseur 
qui le rend incapable de se lier à l'opérateur TetO2. Le complexe répresseur TetR-tétracycline se 
dissocie alors de l'opérateur TetO2 et permet l'induction de la transcription du gène d'intérêt. 
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Les systèmes acellulaires ne sont généralement pas pratiques pour l'expression de 

protéines à grande échelle. Cependant, ils sont souvent parfaitement adaptés à un certain 

nombre d'applications où la génération rapide d'une plus petite quantité de protéine 

recombinante est souhaitable. Ils offrent l’avantage d’un environnement de synthèse ouvert 

qui permet de manipuler et d’optimiser directement divers additifs, cofacteurs, enzymes 

(Segers and Masure 2015). Par ailleurs, l'expression sans cellule convient au criblage à haut 

débit de protéines tronquées pour des études structurales ou fonctionnelles. D'autres 

applications pour l'expression sans cellule incluent la fabrication de protéines toxiques pour 

les hôtes d'expression in vivo, l'expression de protéines avec des acides aminés modifiés, 

l'incorporation de modifications post-traductionnelles ou des études sur le repliement des 

protéines dans différents détergents, lipides, nanodisques et autres composés amphiphiles 

(Isaksson et al. 2012, Kimura-Soyema et al. 2014, Reckel et al. 2010, Rues et al. 2014, 

Schneider et al. 2010). Toutefois, en raison de l’absence d’appareil de Golgi, seules sont 

réalisées les N-glycosylations de base dans les systèmes acellulaires. Cela peut être favorable 

en diminuant l’hétérogénéité des structures obtenues mais peut aussi se révéler préjudiciable 

à l’activité du récepteur quand ces glycosylations sont indispensables à son fonctionnement. 

Enfin, la structure de la protéine produite peut être homogène mais différente et correspondre 

à une forme non fonctionnelle du récepteur (Shilling et al. 2017). 

Parmi, les récepteurs membranaires de classe A, le 2-adrénergique a été produit avec 

succès en système acellulaire (Wang et al. 2017). Comparé à la production en levure ou en 

baculovirus qui atteignent 1,2 à 20 mg/L de membrane brute, le système acellulaire a permis 

d’atteindre 1,1mg/mL de récepteur parfaitement replié, en présence du détergent Bjr35, en 

seulement 6 heures, ce qui démontre un niveau d’expression supérieur. Les travaux de 

Sonnabend et collaborateurs ont démontré que la production du récepteur de classe C 

mGluR1 était réalisable en système acellulaire avec un rendement toutefois assez faible 

d’environ 2,5µg/mL (Sonnabend et al. 2017). A ce jour cependant, aucun article à ma 

connaissance, n’a été publié sur la production de récepteurs gustatifs en système d’expression 

acellulaire. 

 

 

 Solubilisation et purification des RCPG 

IV.1.2.1. Importance du choix du détergent :  

La première étape de purification d’une protéine membranaire nécessite au préalable 

la solubilisation des membranes plasmiques. Cette étape est réalisée à l’aide de détergents 

qui solubilisent les lipides et les composants hydrophobes. Les détergents appartiennent à 

une classe de composés appelés surfactants, qui sont des agents tensioactifs qui réduisent la 
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tension superficielle interfaciale dans les mélanges (comme l'huile et l'eau) en s'adsorbant aux 

interfaces (Rosen and Kunjappu 2012, Seddon et al. 2004). Les détergents jouent donc un 

rôle essentiel, leur nature amphiphile (tête hydrophile et queue hydrophobe) leur permet 

d'interagir avec la région hydrophobe membranaire des récepteurs pour les maintenir solubles 

dans l'eau en dehors de leur bicouche lipidique native. Les détergents sont capables d'insérer 

leurs queues hydrophobes dans la membrane lipidique, perturbant ainsi cette dernière et 

finalement avec une concentration croissante de détergent, ils permettent l’extraction des 

protéines membranaires (Lee et al. 2016). Malheureusement, la solubilité ne conduit pas 

toujours à l’obtention d’une structure native fonctionnelle et à l’inverse certains détergents qui 

permettent d’atteindre cette stabilité ne sont pas compatibles avec les études biochimiques 

mises en œuvre ultérieurement. Il n’y a donc pas de règle et il faut évaluer au cas par cas les 

différents détergents (Chattopadhyay et al. 2015, Naranjo et al. 2016, Sarramegna et al. 2006)  

La région hydrophile des détergents peut être catégorisée en 3 groupes : ioniques 

(anion ou cation), non ioniques et zwitterioniques (Figure 31). Les détergents ioniques tels 

que le SDS sont généralement très puissants et très efficaces pour extraire les protéines 

membranaires mais ont fortement tendance à dénaturer les protéines en cassant les liaisons 

intra et intermoléculaires.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 31 : Structure chimique de quelques détergents utilisés pour solubiliser les protéines 
membranaires. 
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Les détergents non ioniques (par exemple : le Dodecyl-D-Maltoside (DDM), l’Octyl-

glucopyranoside (OG), le Lauryl-Maltose-Neopentyl-Glycol (LMNG)) sont caractérisés par une 

tête hydrophile non chargée généralement composée d’un sucre (maltosides ou glucosides) 

ou de polyéthylène glycol. Ces détergents sont non dénaturants car ils perturbent surtout les 

interactions protéines-lipides et lipides-lipides plutôt que les interactions protéines-protéines. 

Les détergents zwitterioniques (comme : Zw3-14, le Fos-Choline 14 (FC14) et le N-

Dimethylamine-N-Oxyde (LDAO)) portent une charge positive et une charge négative, leur 

charge globale est nulle comme les détergents non ioniques mais ils sont capables d’agir sur 

les interactions protéines-protéines et sont donc classés comme intermédiaires dans leur 

pouvoir de solubilisation. Actuellement, une attention particulière est portée sur les détergents 

dérivés du LMNG qui semblent offrir en plus d’une bonne solubilisation, une meilleure stabilité 

et fonctionnalité des récepteurs membranaires purifiés. Les dérivés amphiphiles asymétriques 

contenant deux chaînes alkyl de longueurs différentes forment d’une part des micelles plus 

petites et d’autre part stabilisent favorablement les protéines membranaires (Bae and Du 

2019). Ainsi de nouveaux détergents sont synthétisés tel que le scyllo-inositol glycoside 

dénommé STM-12 qui semble le plus prometteur (Sadaf et al. 2019). 

 

On notera le cas particulier de la solubilisation des corps d’inclusion. Les corps 

d’inclusion ne sont pas des membranes biologiques mais des agrégats qui ne peuvent être 

solubilisés qu’avec des détergents ioniques forts tels que le SDS ou des agents chaotropes 

comme l’urée ou le chlorure de guanidium. La renaturation des protéines produites en corps 

d’inclusion consiste à remplacer l’agent dénaturant par un détergent doux pour obtenir le 

repliement de la protéine dans sa forme native et fonctionnelle. Cette étape, encore appelée 

« repliement » peut se révéler difficile.  

Enfin, l'autre partie de la molécule de détergent est polaire, il peut se former 

spontanément des micelles (assemblages pseudo-sphériques) dès que la concentration 

critique micellaire (CMC) est atteinte. Ainsi en dessous de la valeur de la CMC, les molécules 

sont principalement présentes en tant que monomères, et au-dessus de la CMC, elles forment 

des micelles caractérisées par leur nombre d’agrégations (nombre de monomère de détergent 

présent dans la micelle). La CMC est dépendante de la concentration en sels, de la 

température, du pH et de la quantité de lipides initialement présente, ces paramètres doivent 

donc être bien maitrisés. Les détergents forment donc une sorte de ceinture plus ou moins 

volumineuse autour de la région hydrophobe du récepteur initialement enchâssée dans la 

bicouche lipidique (le Maire et al. 2000). Le volume occupé est directement lié à la longueur 

des molécules de détergents et à sa CMC. Plus la CMC est basse, plus ce volume est 

important et plus il sera difficile d’échanger ce détergent par un autre. Pour la phase 

d’extraction et de solubilisation des membranes protéiques la concentration de solubilisation 
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critique (CSC) est un paramètre important. C’est la concentration minimale de détergent 

nécessaire pour disperser le système membranaire sous forme micellaire. Généralement les 

détergents sont utilisés à 0,5-2% (m/v) pour la solubilisation, cependant les RCPG sont peu 

stables à ces fortes concentrations et le détergent est graduellement ramené à des 

concentrations plus faibles pendant les phases ultérieures de purification (Milic and Veprintsev 

2015). Il est cependant important de garder la protéine membranaire extraite au-dessus de la 

CMC (2-3 fois la CMC). En effet, la diminution de la concentration en détergent sous la CMC 

entraîne une dissociation des complexes protéines-détergents qui conduit généralement à 

l’agrégation irréversible de la protéine. 

Finalement les récepteurs membranaires solubilisés ne sont pas des protéines isolées 

et homogènes mais des complexes regroupant détergents et lipides membranaires qui 

possèdent des propriétés physicochimiques particulières (diamètre, volume, masse). L’étape 

d’extraction et de solubilisation est donc suivie par des méthodes de purification pour séparer 

les différents constituants de l’échantillon solubilisé. 

 

IV.1.2.1. Fragilité des RCPG et systèmes de stabilisation in vitro 

Pour empêcher l’agrégation des protéines membranaires au cours de l’étape de 

solubilisation, diverses stratégies peuvent être réalisées afin d’améliorer la stabilité et la 

fonctionnalité des RCPG. En effet, certains détergents peuvent créer un désordre structural 

lorsque les paramètres environnementaux changent ou diminuer l’activité de la protéine et 

entraîner des artéfacts. Divers outils peuvent être introduits pour remplacer l’utilisation des 

détergents conventionnels. Parmi eux, quatre méthodes ont été plus largement utilisées et 

mises à profit pour la résolution des structures moléculaires.  

Les amphipols (Apols) sont des polymères amphiphiles courts qui peuvent remplacer 

les détergents pour maintenir les protéines membranaires solubles dans l’eau (Le Bon et al. 

2018, Popot et al. 2011, Tribet et al. 1996, Zoonens and Popot 2014) (Figure 32). Ainsi le 

complexe protéine-Apol se comporte quasiment comme une protéine hydrosoluble classique, 

facilitant sa manipulation pour les études fonctionnelles et structurales. Les Apols peuvent être 

utilisés pour maintenir le repliement natif de certains RCPG en solution et être échangés avec 

le détergent initial de solubilisation, ou bien ils peuvent directement participer au repliement 

de la protéine lorsqu’elle est produite à partir de corps d’inclusion (Dahmane et al. 2009). Le 

plus utilisé des amphipols est le A8-35 dont les propriétés de solubilisation ne sont pas 

affectées par le greffage de petites molécules. De ce fait différentes formes d’Apols ont été 

créées pour les fonctionnaliser. C’est notamment le cas des Apols fluorescents portant 

différents fluorophores ou des APols greffés avec une étiquette d’affinité telles que la biotine, 

la poly-histidine, des groupes imidazole ou un désoynucléotides qui permettent d’immobiliser 
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les protéines membranaires sur un support solide et d’élargir le champ des applications 

possibles en recherche fondamentale et appliquée (Le Bon et al. 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les bicelles sont des structures discoïdales composées d’une bicouche lipidique 

stabilisée par des lipides à chaîne courte ou par des détergents particuliers. Dans le cas des 

nanodisques la structure en bicouche est stabilisée par des lipoprotéines appelées MSP 

(Membrane Scaffolding Protein) qui miment l’environnement phospholipidiques de la 

membrane lipidique. La protéine membranaire est accessible par chacune des faces rendant 

possible les études d’interactions avec différents ligands (Skrzypek et al. 2018). Cependant la 

préparation des nanodisques peut être délicate car l’obtention des MSP nécessite une étape 

de production par système recombinant et des étapes de solubilisation-purification faisant 

elles-mêmes appel à des détergents (Faas et al. 2018). De plus la composition en lipides 

exogènes utilisés pour les nanodisques, bien que rigoureusement établie, peut différer des 

lipides natifs. Enfin la présence de structures en hélices  des MSP peut interférer dans les 

mesures structurales ultérieures. 

Ces dernières années, les copolymères de styrènes et d’acide maléique (Styrene–

Maleic Acid copolymers, SMAs), principalement utilisés dans l’industrie plastique, sont 

devenus l’un des outils le plus prometteur pour la solubilisation des protéines membranaires. 

En jouant sur le ratio styrène:acide maléique, généralement de 2:1 et 3:1, on augmente 

l’hydrophobicité du polymère. Les SMAs agissent différemment par rapport aux détergents 

Figure 32 : Structure chimique des amphipols (Apol). 
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classiques. Ces molécules amphipathiques sont capables de solubiliser spontanément les 

bicouches lipidiques sous la forme de particules discoïdales d’un diamètre d’environ 10 nm. 

Ainsi, les protéines membranaires peuvent être directement extraites des cellules sous une 

forme soluble dans l’eau tout en conservant une partie de membrane et de lipides natifs autour 

d’elles (Dorr et al. 2016, Dorr et al. 2017, Knowles et al. 2009, Stroud et al. 2018). Ces 

particules sont appelées SMA–lipid particles (SMALPs) (Knowles et al. 2009) ou lipodiscs 

particles (Orwick et al. 2012) ou native nanodiscs (Dorr et al. 2014). Les SMAs présentent 

cependant quelques limitations dont les plus gênantes sont l’impossibilité de travailler en 

conditions acides ou en présence de concentrations millimolaires d’ions magnésium ou 

calcium. En 2015, Jahmad et collaborateurs ont rapporté la première solubilisation et 

purification d’un RCPG, le récepteur humain à l’adénosine A2A (A2AR), en absence totale de 

détergent (Jamshad et al. 2015). Cette étude a montré que l’encapsulation spontanée du 

récepteur membranaire par un SMA conférait au récepteur une thermostabilité accrue 

d’environ 5°C par rapport à une production en DDM, une stabilité à 4°C sur une longue période 

et une résistante aux cycles de congélation/décongélation (Jamshad et al. 2015, Wheatley et 

al. 2016). L’étude sur deux autres RCPG, les récepteurs de la mélatonine et de la ghréline, a 

démontré que les RCPG stabilisés dans les disques lipidiques SMA non seulement 

reconnaissent leur ligand en subissant tous les changements spécifiques de conformation 

médiés par un ligand, mais sont également capables d’activer leurs protéines G couplées et 

recruter des arrestines d'une manière dépendante de l'agoniste (Logez et al. 2016). 

 

 

IV.1.2.2. Purification par chromatographie 

Après leur solubilisation et éventuelle stabilisation, les récepteurs membranaires 

peuvent être purifiés par différentes techniques de chromatographie qui sont généralement 

combinées. Ces techniques permettent de séparer les protéines selon leurs propriétés 

spécifiques. Ainsi, la chromatographie échangeuse d’ions ou « Ion EXchange 

chromatography » (IEX) permet de séparer les protéines selon leurs différences de charge en 

utilisant des résines chargées de façon opposée. En effet, la charge globale d’une protéine 

varie selon son pH environnant. Le pH auquel la charge nette est nulle est appelé point 

isolélectrique (pI). Pour des pH supérieurs à pI, la protéine sera retenue par une résine 

échangeuse d’anions (chargée positivement). Inversement, pour des pH inférieurs à pI, on 

utilisera une résine échangeuse de cations. On utilise donc un changement ou gradient de pH 

pour éluer les protéines selon leur charge.  

La chromatographie d’interactions hydrophobes ou «Hydrophobic Interaction 

Chromatography, HIC) et la chromatographie inverse (Reversed Phase Chromatography, 
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RPC) séparent les protéines en fonction de leur différence d’hydrophobicité au niveau de leur 

surface et le caractère hydrophobe de la résine greffée. Cette interaction hydrophobe est 

dépendante de la présence de sels dans le tampon, une concentration élevée en sel 

améliorant généralement l’interaction hydrophobe. Les protéines sont initialement chargées 

sur la colonne dans un tampon riche en sels. Au fur et à mesure que la force ionique du tampon 

diminue pendant l’élution, les protéines sont éluées par hydrophobicité croissante. 

Parmi ces méthodes, la chromatographie d’affinité est une technique spécifique basée 

sur une interaction biologique entre deux molécules. Typiquement l’interaction est réversible 

et la purification est obtenue à travers une interaction biphasique entre une des molécules (le 

ligand) immobilisée sur une matrice solide (agarose ou cellulose chimiquement inerte greffée 

chimiquement avec un effecteur qui présente une affinité biologique pour le soluté à analyser) 

tandis que l’autre partenaire (la protéine à purifier) est dans la phase mobile complexe. L’étape 

de capture est généralement suivie par une phase de lavage puis d’élution.  

Trois types d’affinité sont utilisées : l’affinité enzyme-substrat, ligand-récepteur, 

antigène-anticorps. Afin d’améliorer la sélectivité des interactions de capture, des systèmes 

d’étiquettes dits « tag » ont été développés (Johnson 2019). Ces étiquettes sont intégrées 

initialement dans la construction du vecteur d’expression de la protéine d’intérêt en position N- 

ou C-terminale sous forme de peptides ou de protéines de fusion. Les étiquettes peuvent être 

classées en étiquettes peptidiques et en étiquettes protéiques. Par exemple les étiquettes 

GST, GFP et MBP sont des étiquettes protéiques qui favorisent la solubilité mais leur taille 

(plus de 25 kDa) peut affecter la fonction de la protéine d’intérêt, nécessitant souvent leur 

élimination avant l’analyse. En revanche, les étiquettes peptidiques sont plus petites (1 à 2 

kDa) et moins susceptibles d’altérer la fonction de la protéine cible et leur retrait n’est pas 

toujours nécessaire (Malhotra 2009). Parmi les marqueurs peptidiques les plus utilisés on 

trouve l’étiquette His-tag constituée de 6 ou 10 histidines successives, FLAG-tag (DYKDDDK) 

(Hopp et al. 1988), HA-tag (YPYDVPDYA) (Field et al. 1988), STREP-tag (WSHPQFEK) 

(Schmidt and Skerra 1994), Myc-tag (EQKLISEED) (Evan et al. 1985), V5-tag 

(GKPIPNPLLGLDST) pour les plus connus, mais aussi SUMO (Bird 2011), PA-tag 

(GVAMPGAEDDVV) (Fujii et al. 2014), TARGET-tag (Tabata et al. 2010), AGIA-tag 

(EEAAGIARP) (Yano et al. 2016), MAP-tag (GDGMVPPGIEDK) (Fujii et al. 2016). Cette liste, 

loin d’être exhaustive, s’enrichit régulièrement de nouvelles étiquettes ayant pour objectifs 

d’obtenir une plus forte affinité pour une meilleure capture de la protéine d’intérêt en un 

minimum d’étapes, voire idéalement une seule. C’est par exemple le cas du CL7-tag, 

récemment publié, dont l’affinité est de 10-14 à 10-17 M comparé à un His-tag ou FLAG-tag dont 

l’affinité est d’environ 10-8 à 10-9 M, et qui offre l’avantage de résister à de fortes concentrations 

en sels et en détergents (Vassylyeva et al. 2017).  
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Les fournisseurs ont mis au point des colonnes prêtes à l’emploi, faciles d’utilisation et 

régénérables. C’est le cas par exemple des colonnes d’affinité IMAC (Immobilised Metal 

Affinity Chromatography) pour lesquelles la séparation des protéines est fondée sur 

l’interaction des étiquettes His-Tag présentes au niveau des extrémités de la protéine d’intérêt 

avec les ions métalliques (nickel ou cobalt), immobilisés de manière covalente à une matrice 

d'agarose réticulée. L’élution se fait par ajout d’imidazole qui entre en compétition avec les 

histidines. Les billes d’agarose peuvent aussi être utilisées en « batch » c’est-à-dire sous 

forme libre en mélange avec les protéines à séparer. C’est le cas par exemple du système de 

billes EZview Red anti-FLAG M2, pour lequel les billes d’agarose sont greffées de façon 

covalente avec l’anticorps anti-FLAG. L’élution est réalisée à l’aide d’un peptide par 

compétition. Les étapes peuvent dans ce cas être facilitées par l’utilisation de billes colorées 

ou aimantées. La chromatographie d’affinité, comme les chromatographies IEX et HIC 

permettent aussi de concentrer les échantillons protéiques purifiés. 

Enfin, la chromatographie d’exclusion de taille (Size Exclusion Chromatography, SEC) 

encore appelée gel filtration, permet de séparer les protéines en fonction de leur taille. C’est 

la plus simple des chromatographies et la plus douce des techniques car les molécules ne se 

lient pas à la résine et le tampon n’affecte pas directement la résolution. La résine est 

constituée de billes poreuses dans lesquelles les petites protéines peuvent pénétrer, tandis 

que les plus grosses en sont exclues et seront donc éluées rapidement. La gel filtration est 

généralement utilisée en dernière intention pour améliorer la pureté de la protéine (étape de 

« polishing »). L’élution est une étape au cours de laquelle la composition du tampon peut être 

échangée. A l’inverse la SEC conduit souvent à une dilution des échantillons dans les fractions 

collectées. 

 

Toutes ces méthodes ont été utilisées avec plus ou moins de succès par différents 

auteurs pour purifier les protéines membranaires dont les récepteurs gustatifs. Les travaux de 

Nie et collaborateurs ont été les premiers à mesurer les interactions du récepteur au goût 

sucré de souris avec le glucose, le sucrose et le sucralose (Nie et al. 2005). Deux stratégies 

ont été utilisées pour produire les sous-unités du récepteur sucré sous forme soluble (Figure 

33). La protéine recombinante contenait soit une étiquette FLAG et intéine en position C-

terminale, soit la sous-unité TAS1R-DNT a été fusionnée avec la maltose-binding protein 

(MBP) en position N-terminale pour augmenter sa solubilité. Dans le premier cas, la protéine 

a été purifiée par chromatographie d'affinité à la chitine (New England Biolabs). En effet, la 

construction a été réalisée et intégrée dans le plasmide pTXB1 en amont de l’étiquette Intéine-

tag (28 kDa). Cette étiquette est elle-même, associée au domaine de fixation de la chitine en 

position C-terminale (Chitin Binding Domain, CBD, 6 kDa) et a été modifiée au niveau de son 

extrémité N-terminale pour subir un clivage induit par un thiol comme le DTT (1,4-
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Dithiothréitol). Ainsi, les protéines étiquetées ont été chargées sur la colonne et retenues par 

la chitine greffée. Le clivage de la protéine a été réalisé à 4°C en présence de DTT pendant 

24h en colonne statique. La protéine TAS1R3-DNT a été éluée par reprise du flux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans le deuxième cas, pour les protéines de fusion MBP-TAS1R2-DNT et MBP-

TAS1R3-DNT, chacun des gènes des sous-unités a été fusionné en aval du gène malE codant 

la MBP. Les protéines MBP-mTAS1Rs-DNT produites en E. coli ont été purifiées par 

chromatographie d’affinité amylose, résine spécifique pour capturer les MBP-protéines. Après 

élution par le maltose, les protéines MBP-mTAS1Rs-DNT sont purifiées par une 

chromatographie échangeuse d’anions (colonne HiTrap Q sepharose XL, Amersham-

MBP : Maltose Binding Protein ; CBD : chitin binding domain ; DTT : dithiothréitol (image d’après 
News England BioLabs). 

Figure 33 : Illustration schématique de la chromatographie d’affinité chitine (A) et MBP. 
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Pharmacia). Finalement les auteurs ont remarqué que la protéine TAS1R2-DNT était peu 

soluble en absence de la protéine de fusion MBP.  

 

Depuis les années 2010 notre laboratoire a mis au point la production et purification 

des DNT de hTAS1R3 (Maitrepierre et al. 2012), cT1R1 (Belloir et al. 2017b), mTAS1R2 et 

hTAS1R2 (Laffitte et al. in preparation) à partir des corps d’inclusion (CI) produits en E. coli. 

Les corps d’inclusion sont des agrégats protéiques non ordonnés. La surexpression des 

protéines en CI offre cependant de nombreux avantages comme l’obtention de grandes 

quantités de protéines. Les CI peuvent être facilement isolés grâce à leur différence de densité 

et de taille comparée aux contaminants cellulaires. Par ailleurs les protéines synthétisées sous 

forme de CI sont moins sensibles à la dégradation protéolytique. Enfin la protéine d’intérêt 

présente souvent un degré de pureté important réduisant le nombre d’étapes de purification. 

A l’inverse les protocoles de repliement dans son état natif de la protéine d’intérêt peuvent 

s’avérer longs et laborieux. Généralement, après diverses phases de solubilisation, la protéine 

est repliée par dialyse en présence de détergents, concentrée par chromatographie 

échangeuse d’anions puis purifiée par chromatographie d’exclusion (Maitrepierre et al. 2013). 

Une autre méthode de production de TAS1R2-DNT de souris et d’homme a été mise 

au point par Assadi-Porter et collaborateurs, basée sur l’utilisation de la protéine de fusion 

SUMO (Assadi-Porter et al. 2018). La protéine recombinante SUMO-TAS1R2-DNT a été 

produite sous forme de corps d’inclusion en E. coli. Après solubilisation, la protéine a été 

repliée et purifiée en deux étapes : une chromatographie d’affinité IMAC, suivi du clivage de 

la protéine de fusion SUMO et enfin d’une gel filtration.  

Récemment la structure cristalline des DNT du TAS1R2/TAS1R3 du poisson medaka 

a été résolue après production du récepteur en cellules d’insectes S2. La construction intégrait 

l’étiquette FLAG en C-terminale qui a permis dans un premier temps d’extraire le récepteur du 

milieu de culture par chromatographie d’affinité. Puis les glycosylations ont été hydrolysées en 

résidus N-acetylglucosamine unique par une enzyme EndoH étiquetée His, elle-même 

éliminée par chromatographie IMAC. La protéine a été ensuite mélangée avec un fragment 

Fab d’anticorps spécifiques pour favoriser sa solubilité et stabilité. Finalement une 

chromatographie d’exclusion de taille a permis de purifier le complexe antigène-anticorps pour 

les étapes suivantes de cristallogenèse (Nango et al. 2016, Nuemket et al. 2017). 

En ce qui concerne les récepteurs à l’amer, la production en levure S. cerevisiae des 

25 récepteurs TAS2R humains par Sugawara et collaborateurs a été réalisée par fusion avec 

la protéine GFP pour faciliter le suivi des rendements de production par mesure de la 

fluorescence. Le prépropetide ppMF et le peptide signal STE2 ont été comparés pour leur 

capacité à augmenter les rendements de production. La purification a été limitée à une 

chromatographie d’exclusion de taille, donnant lieu à l’obtention d’un pic homogène pour le 
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récepteur TAS2R41 (Sugawara et al. 2009). Enfin, le récepteur hTAS2R4 a été produit en 

cellules HEK293 à l’aide du plasmide pCEPA-rho-TAS2R4-His6 en vue d’une utilisation sur 

biocapteur. Il a été purifié à l’aide d’un kit d’extraction des protéines membranaires et semble 

pourtant avoir été utilisé avec succès tel quel sous forme d’extrait entier de membranes non 

purifiées (Wu et al. 2013). 

 

IV.1.2.3. Caractérisations biophysiques des GPCR purifiés 

Après avoir été purifiés jusqu’à homogénéité, les récepteurs membranaires sont 

analysés pour vérifier le repliement correct de leur structure. Parmi les méthodes utilisées, le 

dichroïsme circulaire (CD) est une technique spectroscopique qui permet d’apprécier l’état de 

repliement au niveau secondaire des protéines en solution en estimant leur contenu en 

structures secondaires (Greenfield 2006c, Kelly et al. 2005, Kelly and Price 2000). Cette 

méthode est basée sur la capacité des structures secondaires de la protéine en solution à 

absorber la lumière polarisée dans l’UV lointain. Ces structures secondaires optiquement 

actives sont les hélices α et dans une moindre mesure les feuillets β. En effet les structures 

secondaires sont hautement asymétriques et possèdent des spectres dichroïques 

caractéristiques. Ainsi, les RCPG possèdent un spectre «en hélice » caractéristique avec un 

pic maximum à 193 nm et deux déflections à 208 et 222 nm. Cette technique permet 

également de mesurer les changements conformationnels dus à une dénaturation thermique 

mais aussi de visualiser les changements associés à la fixation de ligands (Greenfield 2006a, 

Greenfield 2006b, Nie et al. 2005). 

D’autres méthodes permettent de caractériser le degré d’oligomérisation des protéines. 

La plus simple consiste souvent à déposer les échantillons dans un gel BN-Page (Blue Native-

Page) pour visualiser le poids moléculaire des protéines par comparaison avec des marqueurs 

de poids moléculaires connus (Fiala et al. 2011). Le couplage de l’analyse des bandes 

obtenues dans le gel à la spectrométrie de masse permettra d’obtenir un poids moléculaire 

très précis et d’identifier la protéine par analyses comparatives des fragments d’empreintes 

peptidiques dans les banques de données. La technique de SEC-MALS (Size Exclusion 

Chromatography- Multi-Angle Light Scattering) est beaucoup plus précise pour évaluer l’état 

d’oligomérisation (Korepanova and Matayoshi 2012, Slotboom et al. 2008, Ye 2006). Elle 

consiste en une chromatographie d’exclusion de taille (SEC) couplée « en ligne » avec la 

mesure de la diffusion de la lumière laser (LS), de l’index de réfraction (RI) et de l’absorbance 

UV. Les échantillons de protéines sont séparés par chromatographie d’exclusion. La lumière 

diffusée par une protéine est directement proportionnelle au produit de sa masse moléculaire 

moyenne et de sa concentration. Cette méthode rapide permet de séparer les protéines en 

solution et de déterminer leur masse moléculaire, leur rayon hydrodynamique et leur état. La 
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technique SAXS (Small Angle X-ray Scattering) ou diffusion de rayons X aux petits angles 

permet d’analyser la structure et les dimensions des protéines à l’échelle nanométrique. Elle 

nécessite aussi d’accéder à une ligne de SAXS sur un synchrotron qui va produire l’énergie 

des rayons X pour l’analyse. Cette technique fournit des informations par exemple sur la taille, 

la forme de la protéine, son repliement et sa dénaturation, son comportement d’agrégation, sa 

stabilité et sa masse moléculaire (Mertens and Svergun 2010, Vestergaard 2016). C’est une 

méthode particulièrement adaptée à l’étude des régions flexibles des protéines qui servent de 

connecteurs entre les domaines protéiques repliés ou d’amarrage pour lier des partenaires 

(Kikhney and Svergun 2015). La technique SAXS permet également une reconstruction de la 

forme moléculaire basse résolution (50 Å à 10 Å) de la protéine et fournit ainsi des informations 

complémentaires aux données obtenues par la RMN, la centrifugation analytique ou la 

cristallographie aux rayons X.  

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) des protéines permet d’étudier le 

repliement de la chaîne polypeptidique dans l’espace ainsi que l’interaction entre deux 

molécules (Goncalves et al. 2010). Elle consiste à observer les noyaux des protons seuls ou 

avec les noyaux carbones et/ou azotes. Pour cela les échantillons doivent être marqués 1H, 

15N ou 13C en incorporant des isotopes stables et de l’eau deutérée dans la molécule au cours 

du processus de production et d’expression de la protéine. Sur une protéine marquée 15N, les 

expériences 2D HSQC ou HMQC (Heteronuclear Single /Multiple Quantum Correlation ») 

permettent d’observer les pics de corrélation dus au couplage scalaire entre l’hydrogène amide 

et l’azote de chaque résidu. L’attribution des déplacements chimiques consiste à établir la 

correspondance entre chaque noyau de la protéine pour lequel on peut observer un signal et 

la fréquence de ce signal. Après avoir déterminer un maximum de contraintes entre les noyaux 

on va pouvoir retrouver la séquence primaire, en déduire des éléments de structure secondaire 

et enfin par des contraintes géométriques à travers l’espace on en déduit des éléments de 

structure tertiaire. La structure tridimensionnelle est généralement déduite à l’aide de 

programme de modélisation moléculaire utilisant des algorithmes de dynamique moléculaire 

(Nominé and Kieffer 2012). 

Depuis la publication en 2000 de la première structure cristallographique d’un RCPG 

de classe A, la rhodopsine, les structures cristallines des RCPG ont été déterminées pour les 

principales classes de RCPG humaines. Pourtant bien que les RCPG représentent environ 

800 gènes, on dénombre à ce jour au total seulement 62 structures de RCPG uniques, dont 

seulement onze récepteurs à l’état natif (http://gpcrdb.org/structure/statistics). En effet, 

l’obtention de cristaux (étape de cristallogenèse) est limitée par les difficultés à produire des 

cristaux, qui en plus soient de qualité pour diffracter à haute résolution. La cristallisation est le 

processus qui permet l’organisation des protéines sous forme d’un cristal. Les atomes sont 

alors empilés de façon régulière et périodique dans les trois dimensions de l’espace. Les 

http://gpcrdb.org/structure/statistics
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difficultés liées à l’utilisation des détergents pour extraire les récepteurs de la membrane, 

l’emploi d’additifs pour stabiliser et préserver la structure tridimensionnelle et la nécessité 

d’obtenir des solutions concentrées en protéines pour réaliser les gouttes de cristallogenèse, 

sont responsables de ce faible nombre. La miniaturisation des techniques de gouttes 

nanométriques grâce à la microfluidique permet aujourd’hui de cribler à haut débit les 

conditions de cristallogenèse. Cela a permis de réduire les coûts en temps et surtout en 

quantité de protéine membranaire à produire. Cependant la réalisation de cristaux reste une 

méthode empirique, ce qui implique de tester un grand nombre de conditions différentes. Par 

ailleurs les structures obtenues sont figées et ne reflètent pas forcement la forme active 

biologique dans son environnement.  

De nouvelles approches se sont donc développées ces dernières années comme la 

cryo-microscopie électronique (Cryo-EM) qui a valu en 2017 le prix Nobel de chimie aux 

pionniers de cette technique en pleine révolution (Nogales 2018). La cryo-EM constitue 

aujourd’hui une méthode alternative pour obtenir des structures protéiques à haute résolution 

tout en évitant l’utilisation des cristaux (Fernandez-Leiro and Scheres 2016). Même si les 

niveaux de résolution sont plus élevés (2 à 10 Å) que ceux obtenus en radio cristallographie, 

la cryo-EM est en pleine expansion pour des structures jusque-là difficiles à réaliser. En effet, 

contrairement à la cristallographie aux rayons X, les protéines de différentes conformations 

peuvent être séparées plus facilement permettant ainsi un certain degré d’hétérogénéité des 

échantillons. La cryo-EM ne nécessite que des microgrammes de protéines c’est pourquoi elle 

est particulièrement adaptée aux protéines difficiles à exprimer ou pour déterminer des 

structures de macromolécules larges et flexibles (Thompson et al. 2016). Enfin les progrès 

technologiques liés aux développement des détecteurs à électrons directs, les améliorations 

des techniques de vitrification et la technologie des traitements d’images, ont permis 

d’appliquer cette méthode avec succès à des protéines de taille inférieure à 200 kDa et des 

protéines membranaires dont certains RCPG (Koehl et al. 2019, Nango et al. 2016, Thal et al. 

2018, Thonghin et al. 2018, Vinothkumar 2015). 

 

 

IV.1.2.4. Caractérisation fonctionnelle de l’activité des GPCR 

L’ensemble des techniques de purification et de validation de structure ne permettent 

pas à elles seules de discriminer les récepteurs fonctionnels des récepteurs inactifs. Pour cela 

des mesures biochimiques doivent être mises en œuvre pour valider l’activité fonctionnelle de 

la protéine membranaire purifiée. Le choix de la méthode est dépendant de la protéine elle-

même, par exemple, ce peut être une mesure d’activité enzymatique si la protéine est une 
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enzyme. Dans le cas des récepteurs gustatifs, les mesures biochimiques vont consister à 

mesurer l’interaction du récepteur purifié avec une molécule sapide.  

Les travaux de Nie et collaborateurs ont été les premiers à produire les domaines N-

terminaux TAS1R2 et TAS1R3 de souris. La fonctionnalité des sous-unités a été évaluée par 

spectroscopie de fluorescence (Nie et al. 2005). En effet, la fluorescence intrinsèque des 

protéines est une méthode sensible de mesure d’interactions protéine-ligand fondée sur la 

mesure de la fluorescence de certains résidus aromatiques (tryptophanes et tyrosines 

essentiellement) qui composent la protéine et qui possèdent la capacité d’absorber une 

radiation de longueur d’onde donnée et d’émettre une radiation de longueur d’onde plus 

élevée. De plus, la fluorescence des tryptophanes varie de manière importante selon leur 

environnement, en particulier en fonction de leur exposition au solvant et de la présence de 

résidus plus ou moins proches ou de leur interaction avec le ligand. Par conséquent, la liaison 

ou les changements de conformations dus à la fixation d’un composé sont fréquemment à 

l’origine d’une variation de l’intensité de fluorescence, qui peut permettre de mesurer l’affinité 

avec les ligands. Cette méthode a été utilisée avec succès pour mesurer les interactions de 

récepteur humain hTAS1R3-DNT en présence de sucralose (Maitrepierre et al. 2012) ou de 

hTAS1R2-DNT et de certaines formes mutées du récepteur hTAS1R2-DNT avec des 

édulcorants . La microtitration calorimétrique isotherme, connue sous le nom d’ITC (Isothermal 

Titration Calorimetry) est une méthode directe de liaison qui permet de déterminer les 

paramètres thermodynamiques des interactions et qui n’est pas gênée par les problèmes 

d’absorbance ou de fluorescence des composés testés. Elle a permis de mesurer une 

constante d’affinité (Kd) de 7 mM pour le sucralose en présence de hTAS1R3-DNT (Laffitte et 

al. in preparation). Assadi-Porter et collaborateurs ont utilisé le dichroïsme circulaire et la 

spectroscopie RMN par différence de transfert de saturation (Saturation Transfer Difference 

NMR Spectroscopy, STD-NMR) pour mesurer l’affinité de hTAS1R2-DNT avec le néotame 

(Assadi-Porter et al. 2018). 

 

 

IV.2. Expression fonctionnelle des RCPG en cellules vivantes 

Parallèlement au développement des méthodes de production et de purification des 

RCPG solubles, de nombreux programmes de recherche sont axés sur des combinaisons 

d’essais cellulaires qui offrent l’avantage de pouvoir examiner le fonctionnement des RCPG 

dans leur environnement moléculaire et cellulaire complexe. Au cours des 20 dernières 

années, des efforts considérables ont été consacrés à la mise au point d'essais de criblage 

des RCPG afin de trouver des composés interagissant avec les récepteurs, d'élucider les 

mécanismes de signalisation ou d'évaluer l'efficacité des molécules. La plupart des approches 
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ciblent des étapes particulières de la cascade de signalisation des RCPG, allant de la liaison 

du ligand aux récepteurs, aux analyses fonctionnelles à base de cellules, où les partenaires 

des mécanismes de signalisation et de régulation sont sélectionnés. En outre, la combinaison 

de cellules génétiquement modifiées exprimant une grande variété de RCPG et l’arrivée de 

nouveaux modes de traitements et de lectures automatisés ont donné naissance à des plates-

formes de criblage à haut débit (HTS, High-Throughput Screening) ou HCS (High Content 

Screening) qui peuvent cribler et doser en parallèle des millions de composés. Comme ces 

technologies se sont fortement introduites dans les programmes de recherche 

pharmaceutiques, de nouvelles découvertes intéressantes concernant la signalisation par les 

RCPG ont été mises en évidence. Il est maintenant bien reconnu que les RCPG ne peuvent 

agir indépendamment de leurs protéines G, et que dans une cellule vivante, la signalisation 

d’un récepteur est le produit d’un réseau complexe de rétroactions positives et négatives 

provenant de récepteurs multiples et que certains ligands stabilisent différentes conformations 

du récepteur de telles sortes que des voies peuvent être privilégiées au détriment des autres. 

En conséquence, de nouvelles analyses de dépistage/screening, où les lignées cellulaires 

reconstituées sont remplacées par des systèmes cellulaires plus réalistes, tels que des 

modèles tissulaires ou animaux, et le développement de technologies constituées de 

biocapteurs pour des tests cellulaires "in vivo" non invasifs sont en cours de réalisation. 

 

 Les lignées cellulaires 

Les cellules de mammifères, telles que les cellules embryonnaires de rein humain 293 

(HEK293) et les cellules d'ovaire de hamster chinois (CHO) sont largement utilisées comme 

hôtes pour exprimer des protéines recombinantes afin d'étudier leurs propriétés structurelles, 

biophysiques (Andrell and Tate 2013, Chaudhary et al. 2011, Nettleship et al. 2008) et 

pharmacologiques (Baldi et al. 2007, Dalton and Barton 2014). Plus particulièrement, les 

cellules HEK293 constituent un système hétérologue intéressant pour l'expression de 

protéines membranaires, notamment parce qu'elles disposent de la machinerie de 

modifications post-traductionnelles nécessaires au repliement correct et / ou à l'activité 

biologique optimale de nombreuses protéines cibles (Figure 34). Elles présentent également 

une grande efficacité de transfection et une traduction fidèle des protéines (Jager et al. 2013, 

Thomas and Smart 2005, Wurm 2004) qui conduiront à des rendements en protéines plus 

élevés (Backliwal et al. 2008) par rapport à d'autres cellules de mammifère, comme par 

exemple les cellules CHO (Bollin et al. 2011). 
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Les cellules ont un phénotype de type fibroblaste ou épithéliale qui leur donne une 

forme pyramidale ou rhombique. Les cellules présentent des filopodes à leur surface. Elles se 

multiplient rapidement en environ 18 heures et elles ont tendance à continuer à se diviser 

même après avoir atteint la confluence, pour former des îlots. Le caryotype bien qu’hétérogène 

et instable a permis d’établir l’origine féminine de la lignée en référence à la présence de 

plusieurs chromosomes X et à l’absence de chromosome Y évalué en cytogénétique 

classique. Dans certains cas les noyaux cellulaires peuvent apparaitre gonflés et des 

hétérocaryons sont fréquents. Selon l’origine de la lignée, le nombre de passage, la façon de 

cultiver à long terme, il a été mis en évidence une grande variabilité du nombre moyen de 

chromosomes (entre 57 et 78 selon les sources) par cellules et d’aberrations chromosomiques 

au niveau du caryotype (Stepanenko and Dmitrenko 2015). Il existe un grand nombre de 

lignées dérivées de la souche originale qui ont été créées au cours de différents programmes 

de recherche et qui présentent des caractéristiques biochimiques spécifiques à certaines 

applications (Hu et al. 2018). 

 

(d’après Hu, 2018). 

Figure 34 : Schéma des différentes lignées cellulaires HEK293 et de leur dérivation / historique. 
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Les cellules HEK293 ont été immortalisées en 1973 après exposition d’une culture 

primaire de cellules embryonnaires de rein humain issues d’un embryon avorté à de l’ADN 

d’Adenovirus de type 5 (AD5) (Graham et al. 1977). Il aura fallu plus de 500 jours pour obtenir 

une croissance stable du clone 293. Il a été montré qu’un des sites d’intégration de l’ADN AD5 

est localisé dans le gène PSG4 (pregnancy-specific beta-1-glycoportein 4), localisé dans la 

région 19q13.2 du chromosome 19. Une étude récente a montré que la lignée HEK293 et ses 

dérivées (par exemple, 293T ou 293S) hébergent 5 à 6 copies de fragments d’ADN AD5 

comme rapportée pour la lignée originale (Lin et al. 2014). De façon surprenante, il a été 

montré que la transformation des cellules par AD5 confère aux cellules HEK293 des propriétés 

associées aux lignées neuronales. Cela a été révélé par marquages immunocytochimiques 

qui ont montré la présence de quatre sous-unités de neurofilaments normalement exprimées 

exclusivement dans les neurones (Shaw et al. 2002). La transformation par l’AD5 aurait activé 

des gènes qui étaient quiescents depuis la différentiation des cellules en cellules rénales. Ainsi 

cette lignée de cellules rénales pourrait avoir plus de points communs avec les neurones que 

ce qui avait été envisagé initialement.  

Les cellules HEK possèdent un certain nombre de récepteurs endogènes comme par 

exemple des canaux ioniques voltages dépendants mais aussi des RCPG et des protéines 

régulatrices d’origine neuronale. Un grand nombre a été identifié par des tests 

électrophysiologiques ou biochimiques ou par des méthodes de RT-PCR (Shaw et al. 2002, 

Thomas and Smart 2005). Parmi ces RCPG on pourra citer la présence d’ARNm des RCPG 

mGLuR4, GABBABR1a, 5-HT7b impliquant les voies de signalisation couplées aux protéines 

G et montrant que la voie du DAG, de l’IP3 et du calcium est opérationnelle. On notera aussi 

la présence des ARNm pour les récepteurs à l’acétylcholine, pour la sous-unité du récepteur 

du glutamate mGluR3 et pour les récepteurs purinergiques P2Y capables de mobiliser le 

calcium intracellulaire après activation par l’ATP (He et al. 2003).  

 

 Les protéines G et les facteurs accessoires 

Il a clairement été établi que la voie de transduction du signal des RCPG repose sur la 

présence de trois composants : le récepteur membranaire, la protéine G hétérotrimérique et 

un système effecteur tel que l’enzyme de libération du second messager. La protéine G varie 

entre deux états, l’un actif (GTP lié) l’autre inactif (GDP lié). La fixation du ligand au récepteur 

induit un changement de conformation qui en retour active la protéine G, entraînant un 

échange entre le GDP et le GTP. La forme active de la protéine G se dissocie en ses deux 

sous-unités  et / qui va interagir avec par exemple l’adenylate cyclase (AC) ou la 

phospholipase C déclenchant la libération d’un second messager et des réactions en 

cascades de réactions qui aboutiront à une réponse biologique (Kostenis et al. 2005, Smrcka 
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2008). Il existe 16 gènes qui codent différentes sous-unités , cinq pour la sous-unité  et 14 

pour la sous-unité .  

Les cellules gustatives expriment différentes protéines G (Gi-2, Gi-3, G14, G15, 

Gq, Gs, et -transducine), et il a été démontré que la sous-unité  de la gustducine (Ggust) 

est la protéine G privilégiée pour la transduction des signaux au niveau des récepteurs 

gustatifs (Margolskee 2002, Montmayeur and Matsunami 2002, Wong et al. 1996). Plus 

particulièrement, les 44 acides aminés situés en position C-terminale sont déterminants pour 

le couplage intracellulaire (Ueda et al. 2005). L’expression de différentes chimères de 

protéines G a permis aussi de révéler que la protéine Gi2 pourrait aussi jouer un rôle dans la 

perception du goût amer (Ueda et al. 2005).   

De manière générale, les protéines G sont classées en quatre catégories selon leur 

fonction dans la cascade de transduction : les Gs stimulent la libération d’AMPc, les Gi à 

l’inverse inhibent la libération d’AMPc, les Gq augmentent le calcium intracellulaire, et les Go 

qui regroupent toutes les autres protéines G (Milligan 2007). La désensibilisation des 

récepteurs lors de la liaison du ligand entraîne la fin du cycle de signalisation et représente 

une étape importante dans la dynamique de la régulation des GPCR. Ce processus implique 

des familles de protéines qui catalysent la phosphorylation du récepteur, induites par la liaison 

de l'agoniste. Cependant, certaines kinases, telles que la protéine kinase A ou C, peuvent 

phosphoryler le récepteur et donc le désensibiliser indépendamment de la liaison au ligand. 

Le processus de phosphorylation détermine le recrutement de -arrestines qui jouent un rôle 

clé dans la terminaison du signal en perturbant la liaison entre le récepteur et la protéine G. 

De plus, les arrestines sont impliquées dans l'internalisation du récepteur. Une fois internalisé, 

les GPCR sont soit dégradés par endocytose, soit recyclés vers la membrane. 

 

Il a été démontré que certaines protéines qualifiées de « protéines accessoires aident 

au fonctionnement de certaines RCPG (Cooray et al. 2009). Bien que le mécanisme d’action 

par lequel elles assistent l’expression fonctionnelle du récepteur ne soit pas connu, différentes 

catégories ont été observées. Certaines jouent un rôle similaire aux protéines chaperonnes en 

aidant au repliement correct de la protéine au cours de sa synthèse. D’autres interviennent en 

facilitant l’adressage du RCPG du réticulum endoplasmique vers la surface cellulaire. 

Certaines font partie intégrante d’un complexe lié au GPCR aidant à sa rétention dans la 

membrane durant la fixation du ligand ou à son changement de conformation pendant 

l’interaction (Cooray et al. 2009). Au niveau des récepteurs sensoriels, les protéines RTP1 et 

RTP2 (Receptor Transporting Protein) et REEP1 (Receptor Expression Enhancing Protein) 

ont été identifiées au niveau des neurones olfactifs (Mainland and Matsunami 2012, Saito et 

al. 2004). Une autre étude a montré que les protéines RTP3, RTP4 et REEP1 pouvaient 
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influencer le trafic cellulaire du récepteur à l’amer TAS2R16 (Behrens et al. 2006). La protéine 

accessoire REEP2 est une protéine membranaire qui est exprimée dans les cellules 

gustatives. Des techniques immunologiques de co-marquage, de co-précipitation et de 

western blot ont démontré que REEP2 était physiquement associée aux sous-unités TAS1R2 

ou TAS1R3 (Ilegems et al. 2010). Contrairement à RTP1, RTP2 et REEP1 qui améliorent la 

fonction des récepteurs olfactifs en favorisant leur transit à la surface cellulaire, REEP2 

n’augmente pas l’expression des récepteurs TAS1Rs mais modifie leur organisation spatiale. 

REEP2 recrute les récepteurs sucrés dans les microdomaines appelés « radeaux lipidiques » 

(Raft) situés près de la région apicale de la cellule gustative, améliorant ainsi la signalisation 

des RCPG et favorisant l’accès des récepteurs aux molécules sapides arrivant par le pore 

gustatif apical (Ilegems et al. 2010). 

 

 Mobilisation du calcium intracellulaire 

Les technologies HTS sont devenues un élément fondamental de l’étude de la 

fonctionnalité des RCPG en permettant de tester in vitro une multitude de ligands ou de 

mutations des récepteurs (Greasley and Jansen 2005, Thomsen et al. 2005, Zhang and Xie 

2012). Le principal avantage de l’utilisation d’essais sur cellules vivantes pour le criblage des 

ligands des RCPG est lié à son pouvoir prédictif plus élevé pour la pharmacologie in vivo. Les 

tests sur cellules vivantes peuvent être basés sur la surveillance de (i) l'activité de la protéine 

G, (ii) la libération de seconds messagers (par exemple, AMPc, IP3, calcium), (iii) la 

redistribution des protéines (internalisation par le RCPG ou le recrutement de -arrestine) et 

(iv) l'expression de gènes rapporteurs (par exemple, la luciférase) sous la régulation des 

éléments génétiques de la réponse du second messager (par exemple cAMP response 

element (CRE), nuclear factor of activated T-cells response element (NFAT-RE)).  

La principale voie de signalisation cellulaire mise en jeu lors de l’activation des 

récepteurs gustatifs est la voie calcique. La fixation du ligand au récepteur membranaire va 

activer la protéine G (Ggust) qui va interagir avec la phospholipase C qui catalyse la formation 

de diacylglycérol (DAG) et d’inositol-1,4,5-triposphate (IP3). L’IP3 se lie au récepteur IP3R3 

du réticulum endoplasmique qui va libérer du calcium intracellulaire dans le cytoplasme. Dans 

la pratique, les essais biochimiques permettant de mesurer la mobilisation du calcium 

intracellulaire sur cellules vivantes consistent à ensemencer les cellules dans des plaques de 

microtitration (96, 384, 1536 puits). Les cellules peuvent exprimer le RCPG d’intérêt de façon 

stable ou être transfectées de façon transitoire pour l’exprimer. Après attachement au support 

et expression du RCPG à la membrane, les cellules sont incubées avec les composés à tester 

durant un laps de temps dépendant du test (Zhang and Xie 2012). Ensuite l’activité mesurée 

est enregistrée en couplant le dosage de la cible à un système rapporteur de lecture optique, 
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généralement basé sur de la fluorescence ou de la luminescence (An and Tolliday 2010, 

Greasley and Jansen 2005, Hansen and Brauner-Osborne 2009). Dans l’idéal, la mesure 

réalisée des flux calciques doit être simple, non radioactive, robuste (rapport signal/ bruit 

élevé), homogène (pas de lavage des cellules) contenir un minimum de réactifs et adaptable 

à différents formats de microplaque pour faciliter la lecture et l’automatisation en robotique. De 

même, la mesure des évènements au plus proche de l’activation du récepteur réduira 

l’incidence des faux positifs, même si les rapports signal/bruit peuvent être améliorés et 

amplifiés en descendant la cascade de transduction du signal. Ainsi depuis le milieu des 

années 2000, un certain nombre de sociétés commerciales de biotechnologie (Molecular 

Probes, Molecular Devices, Perkin Elmer, DiscoverX, CisBio) ont mis au point des tests 

permettant de cribler les interactions ligands - RCPG sur cellules vivantes de façon 

automatisée, souvent miniaturisée, avec des délais d’exécution rapide (Martins et al. 2012, 

Thomsen et al. 2005, Zhang and Xie 2012).  

L’intégration de la protéine G adéquate pour le couplage du signal intracellulaire à la 

voie calcique est un prérequis indispensable au succès de la mesure. Parmi les diverses 

protéines chimères utilisées à ce jour, Gα15 et Gα16 sont les plus favorables en termes 

d'interactions avec les RCPG. La protéineGα16 humaine (ainsi que la Gα15 murine) se couple 

à  un grand nombre de RCPG qui sont normalement liés à Gαi ou à Gαs et a été désignée 

comme « adaptateur universel » pour les RCPG (Lee et al. 1998, Liu et al. 2003, Milligan et 

al. 1996, Offermanns and Simon 1995). Les tests cellulaires mesurant l’activité des récepteurs 

gustatifs mettent en jeu dans la quasi-totalité des expérimentations des lignées de cellules 

HEK293 transfectées de façon stable avec la protéine G16-gust44 qui est une chimère de la 

protéine G16 où les 44 acides aminés C-terminaux de la gustducine on été substitués à ceux 

de la G16 afin d’améliorer le couplage avec les récepteurs gustatifs (voir l’ensemble des 

travaux de l’équipe de Meyerhof W (Dife Institut, Allemagne), Slack JP (Givaudan), Guy 

Servant (Senomyx)). Parallèlement les constructions plasmidiques des gènes codant pour les 

récepteurs membranaires contiennent généralement de petites séquences signal, dite signal 

peptide, qui ont pour objectif d’améliorer l’adressage du RCPG à la membrane. Dans la plupart 

des travaux publiés sur cellules vivantes exprimant des récepteurs du goût, on trouve en 

position N-terminale, la rhodopsine (Rho) ou la somatostatine 3 (SST3) qui favorise 

l’expression membranaire des récepteurs gustatifs (Ammon et al. 2002).  

 

Parmi les différents tests fonctionnels existants pour mesurer le calcium intracellulaire, 

l’utilisation de sondes fluorescentes sensibles au calcium est la méthodologie la plus 

fréquemment utilisée (Chambers et al. 2003). En effet, de nombreuses sondes ont été 

développées pour améliorer la gamme dynamique de sondes et l’intensité du signal de 

fluorescence (Fluo-3, Fluo-4, Fura-2) ou pour développer des kits homogènes qui permettent 
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le chargement cellulaire du colorant sans nécessité de lavage ultérieur des cellules (Fluo-8NW 

No Wash, Calcium-6). Une variante de cette mesure du calcium, utilise une photo-protéine de 

méduse (Aequorea victoria) exprimée de façon recombinante (Eglen and Reisine 2008). 

L’aequorine est une protéine rapporteuse, sensible au calcium qui génère un signal 

luminescent lorsqu’un dérivé de coelenterazine est ajouté (Dupriez et al. 2002, Inouye et al. 

1985, Le Poul et al. 2002, Prasher et al. 1985). La société Perkin Elmer a développé des 

vecteurs d’expression et des lignées cellulaires modifiées appelées AequoScreen™ dans 

lesquelles différents RCPG ou protéines G sont associées à une version ciblée de 

l’apoaequorine ciblant les mitochondries. Parallèlement de nombreux laboratoires de 

recherche ont cherché à intégrer les photo-protéines comme outils de mesure pour l’activité 

des RCPG. Toda et collaborateurs ont proposé en 2011 un modèle cellulaire basé sur la 

transfection transitoire de la clytine II (une photoprotéine de la méduse Clytia gregaria) (Inouye 

2008) au niveau mitochondrial pour l’évaluation de l’activité fonctionnelle du récepteur au goût 

sucré TAS1R2/TAS1R3 (Toda et al. 2011) et au goût umami TAS1R1/TAS1R3 (Toda et al. 

2013). 

Certains tests de criblage qui s’appuient sur les voies de signalisation liées aux PLC, 

via Gq ou G15/16 mesurent l’accumulation d’IP3. Historiquement la détection radioactive 

des inositolphosphates (IP) a été remplacée par des techniques non isotopiques telles que la 

détection par fluorescence de la libération transitoire du calcium intracellulaire ou par des 

dosages de gènes rapporteurs luminescents. Depuis sa publication en 2005, la société CisBio 

a revisité la mesure des IP en mettant au point son test IP-One™. Cette technologie est basée 

sur la détection de l’accumulation intracellulaire d’un métabolite de l’IP3, le monophosphate 

de D-myoinositol (IP1), et la technologie homogène de transfert d’énergie entre molécules 

fluorescentes, appelée encore transfert d’énergie par résonance de type Föster ou HTRF 

(Homogenous Time Resolved Fluorescence) (Trinquet et al. 2011). En pratique, quelle que 

soit la famille de récepteurs, l’activation déclenche la libération d’IP3, ce qui entraîne une 

augmentation transitoire de Ca2+ intracellulaire. La durée de vie de l’IP3 dans la cellule est très 

courte (moins de 30 secondes) avant de se transformer en IP2 et IP1. Lorsque du chlorure de 

lithium (LiCl) est ajouté au milieu de culture, la dégradation de IP1 en myo-inositol est inhibée 

et l’IP1 peut donc s'accumuler dans la cellule. Le test repose sur un principe de dosage 

immunologique compétitif selon lequel l’IP1 libre est en concurrence avec de l’IP1-europium 

(accepteur HTRF®) pour la liaison au conjugué anti-IP1 Cryptate (donneur HTRF®). Le signal 

est inversement proportionnel aux niveaux d’IP1 dans la cellule avec un FRET maximum 

obtenu en l'absence d'IP1. Contrairement aux tests calciques par sondes fluorescentes dans 

lesquels l’agoniste agit sur le récepteur pour induire la réponse dans un délai court, le test IP-

One détecte l’accumulation d’un analyte à l’équilibre. Ainsi il offre une alternative intéressante 

car contrairement aux essais calciques classiques, il permet d’identifier des composés qui 
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agissent lentement sur les récepteurs ou qui sont des antagonistes ou agonistes inverses 

(Bdioui et al. 2018). A ce jour, à ma connaissance, aucune étude n’a cependant été publiée 

sur les récepteurs gustatifs et cette méthodologie.  
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Biophysical and functional characterization of the N-terminal 
domain of the cat T1R1 umami taste receptor expressed in 
Escherichia coli. 

 

Belloir C, Savistchenko J, Neiers F, Taylor AJ, McGrane S, Briand L 
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I. Etat de l’art au début de ma thèse de doctorat  

Il est communément admis que le travail avec des RCPGs peut se révéler délicat, voir 

représenter un véritable challenge. En effet, leur expression et surexpression, purification, 

stabilisation et cristallisation sont toujours difficiles. Pour cela, différents systèmes 

d’expression ont été développés pour la production de RCPG utilisant : bactéries, levures, 

cellules d’insectes, lignées cellulaires de mammifères, oocytes de Xenope et système 

acellulaire. 

Notre équipe s’intéresse depuis plus de 15 ans aux mécanismes moléculaires qui sous-

tendent la perception chimiosensoriels de molécules sapides et odorantes responsables de la 

flaveur des aliments. Nous étudions les récepteurs gustatifs (Maitrepierre et al. 2012, 

Maitrepierre et al. 2013) et olfactifs (Behrens et al. 2018, Belloir et al. 2017a), ainsi que 

certaines protéines sucrées telles que la brazzéine (Poirier et al. 2012) et la monelline, ou 

modificatrices du goût comme la miraculine et la gurmarine (Sigoillot et al. 2012, Sigoillot et al. 

2018). Nous étudions également l’impact de protéines qui agissent en périphérie des 

récepteurs (protéines de liaison aux odorants, enzymes du métabolisme des odorants) sur la 

perception gustative et olfactive (Heydel et al. 2013, Heydel et al. 2019).  

Concernant plus particulièrement la gustation et les récepteurs gustatifs, les premiers 

travaux menés par notre laboratoire ont porté sur l’expression des DNT des sous-unités 

TAS1R1, TAS1R2 et TAS1R3 chez l’homme et la souris. Les résultats ont fait l’objet de trois 

thèses soutenues en 2010, 2011 et 2016. L’approche retenue a été l’expression recombinante 

des TAS1R-DNT à l’aide de la bactérie E. coli sous forme de corps d’inclusion. Cette stratégie 

offre différents avantages : l’expression en corps d’inclusion n’est pas toxique pour la bactérie, 

elle permet des niveaux d’expression souvent élevés et constitue une première étape de 

purification. L’expression est également rapide et peu coûteuse. La production en bactéries 

avait déjà été utilisée avec succès (Nie et al. 2006, Nie et al. 2005) afin d’obtenir les DNT de 

TAS1R2 et TAS1R3 (mTAS1R2-DNT et mTAS1R3-DNT) murins fonctionnels en absence de 

modifications post-traductionnelles. Cependant, dans ces études, les protéines étaient 

produites en très faibles quantités sous forme soluble. De plus, la sous-unité mTAS1R2-DNT 

n’avait été obtenue que sous forme soluble grâce à la protéine de fusion maltose-binding 

protein (MBP), qui a l’inconvénient elle aussi de lier des molécules sucrées. 

Dès l’initiation des recherches en 2007, une stratégie différente a été utilisée pour 

faciliter la purification des protéines recombinantes. Les travaux des deux premières thèses 

ont été initiés par des expériences de biologie moléculaire pour la préparation des 

constructions plasmidiques codant les cDNA des DNT des TAS1R-. Ces travaux ont été suivis 

par la mise au point des conditions de cultures et d’induction de la production des protéines 

recombinantes. Les TAS1R-DNT ont été obtenus sous forme de CI, à plus de 100 mg de 
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protéines par litre de culture, facilement purifiables par différentes étapes de lavage et de 

centrifugation. Les premières difficultés ont été la mise au point des étapes de repliement pour 

obtenir une protéine pure et fonctionnelle. Initialement, les CI étaient lavés à l’urée puis 

solubilisés dans du chlorure de guanidine avant d’être repliés par dialyse successive dans 

différents tampons. La recherche du tampon optimal a été réalisée par criblage de différentes 

solutions induisant des changements de pH, des quantités variables de sels, la présence 

d’agents chaotrope (urée), de ligands, d’additifs polaires (arginine, glucose, glycérol), de 

différents détergents. Le détergent zwitterionique Zw3-14 avait montré le plus d’impact positif 

sur le repliement (Maitrepierre et al. 2012, Maitrepierre et al. 2013) puis était échangé par le 

DDM. Les premières mesures d’interactions avec les molécules sapides ont pu ainsi être 

réalisées. Différents essais de marquage par des sondes fluorescentes ont été réalisés pour 

amplifier le signal mesuré, mais se sont révélées infructueuses, la greffe de la sonde sur le 

DNT conduisant à son inactivation. Les premières mesures d’activité ont donc finalement été 

obtenues par spectroscopie de fluorescence intrinsèque des tryptophanes ou par 

microcalorimétrie, deux méthodes ne nécessitant pas de marquage. Ainsi, une valeur de Kd 

de 2 mM pour hTAS1R3-DNT a été mesurée par fluorescence intrinsèque. L’affinité mesurée 

pour la sous-unité hTAS1R1-DNT envers le MSG a été évaluée par microcalorimétrie et le 

modèle à deux sites de fixation a permis de déterminer des Kd de 715 µM et 8 mM. 

Par la suite, des investigations supplémentaires ont été menées pour obtenir le DNT 

de TAS1R2 sous forme soluble sur la base des travaux de Nie et collaborateurs (Nie et al. 

2006, Nie et al. 2005). L’abaissement de la température de croissance des bactéries lors de 

la phase de synthèse de la protéine recombinante et la diminution des concentrations d’IPTG 

sont deux facteurs majeurs connus pour favoriser l’expression soluble de la protéine d’intérêt. 

Malheureusement après 6 mois d’expérimentations et l’obtention à priori de quantité 

relativement élevée de protéines solubles, les analyses ont montré que la majorité de la 

protéine purifiée était composé de protéine chaperones d’E. coli (majoritairemnt, GroEL). 

 

C’est à cette étape que j’ai eu en charge de (re)mettre en place le protocole de 

repliement pour l’étude du récepteur umami du chat et plus particulièrement pour l’étude de la 

sous-unité cTAS1R1-DNT (Belloir et al. 2017b). J’ai profité de cette occasion, de mes 

recherches bibliographiques et des connaissances acquises lors du Workshop Amphipols 

2013, pour apporter quelques modifications au protocole de repliement. Les principaux 

changements ont porté sur : (1) la substitution du chlorure de guanidine par l’urée lors de la 

production des CI avec leur congélation sous forme de culots secs prêts à l’emploi, (2) 

l’addition de fortes concentrations de SDS (20 mM) dans l’étape de solubilisation des CI afin 

de déplier de façon homogène la protéine agrégée, (3) l’addition de forte concentration de 

détergent DDM (5 mM) largement supérieur à la CMC afin de maintenir un environnement 
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favorable au niveau des zones hydrophobes de la protéine, (4) l’addition de forte concentration 

de KCl (> 300 mM) pour précipiter fortement et rapidement le SDS au début de l’étape de 

repliement par dialyse. Ces différents paramètres combinés ont permis d’obtenir le DNT de 

cTAS1R1 correctement replié et fonctionnel. Les interactions du cTAS1R1-DNT ont été 

mesurée par fluorescence intrinsèque des tryptophanes pour différents acides aminés et l’IMP 

(Belloir et al. 2017b).  

Parallèlement, ce nouveau protocole a été appliqué avec succès au repliement de 

TAS1R2-DNT produit à partir des CI dans le cadre des travaux de thèse d’Anni Laffitte. Les 

études d’interactions de TAS1R2-DNT avec plusieurs ligands sucrés naturels ou de synthèse 

ont révélé des affinités de l’ordre du millimolaire pour le glucose, sucrose et fructose, et du 

micromolaire pour différents édulcorants tels que le sucralose, l’acesulfame K, la saccharine, 

le néotame et l’alitame. Trois mutants connus ont été générés par mutagénèse dirigée pour 

étudier la substitution d’acides aminés précis dans le site orthostérique. Les résultats ont 

montré que TAS1R2-DNT-D278A lie l’aspartame mais pas le sucralose, TAS1R2-DNT-E302A 

ne lie ni le sucralose ni l’aspartame, TAS1R2-DNT-E382A lie le sucralose mais pas 

l’aspartame, confirmant l’importance de ces résidus au niveau du site de liaison (Laffitte et al. 

in preparation). Par conséquent, la production de TAS1R-DNT était devenue un protocole de 

« routine » au laboratoire.  

C’est à cette époque aussi que j’ai commencé ma thèse de doctorat avec pour objectif 

d’étudier les récepteurs chimiosensoriels. Initialement orientés vers les récepteurs olfactifs et 

gustatifs, j’ai rapidement limité mon sujet aux récepteurs gustatifs. Le projet de thèse inclut 

plusieurs axes comprenant (1) étudier la contribution de chaque sous-unité constituant le DNT 

du récepteur au goût umami chez l’Homme, (2) élargir nos approches en explorant la 

production du récepteur humain au goût sucré en cellules de mammifères et (3) développer 

des tests cellulaires in vitro permettant de mesurer en temps réel l’activité des récepteurs 

gustatifs humains par imagerie calcique sur cellules vivantes.  

 

II. Etude de DNT de TAS1R1 et TAS1R3 produits en E. coli 

II.1. Travaux accomplis 

Afin d’améliorer la purification des TAS1R-DNT, de nouveaux protocoles ont été 

comparés. Deux stratégies différentes ont été réalisées pour la purification. La première 

méthode a consisté à utiliser les étiquettes His-tag présentes sur les protéines recombinantes. 

La deuxième méthode était basée sur l’utilisation de la protéine de fusion SUMO (small 

ubiquitin modifying protein) en partie N-terminale du TAS1R2-DNT. Cette deuxième approche 

présente également l’avantage d’augmener la quantité de protéine sous forme soluble et donc 
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par conséquent de s’affranchir des étapes de repliements précédemment liées à la production 

des récepteurs sous forme de CI (Wingfield 2015). 

La première approche a consisté à intégrer une étape de chromatographie IMAC au 

protocole de repliement précédemment utilisé pour le cTAS1R1-DNT et le hTAS1R2-DNT afin 

d’améliorer la pureté de la protéine. En effet, le procédé de repliement sur colonne est 

particulièrement avantageux, car il permet d'empêcher les particules de s'agréger tout en 

purifiant simultanément la protéine d'intérêt. L'inconvénient d'une telle approche est 

l'orientation relative de chaque monomère dans la résine et un éventuel obstacle stérique 

empêchant un repliement réussi (Tsumoto et al. 2003). Quelques essais ont d’abord été tentés 

pour replier directement les protéines solubilisées dans l’urée en les fixant dès la première 

étape sur les colonnes His-tag. Cependant ces premières tentatives ont conduit à un échec 

avec le colmatage de la résine sous l’impact des concentrations très élevées d’urée et de SDS 

dans les tampons initiaux de solubilisation. Par la suite, l’étape de chromatographie IMAC a 

été réalisée après les étapes de dialyse. Afin de favoriser un accrochage efficace de la 

protéine, il est courant de faire circuler l’échantillon en boucle sur la colonne. Les résultats 

montrèrent qu’une majorité de la protéine n’était finalement pas retenue sur la colonne IMAC 

même après 24 heures d’injection. Les deux fractions récoltées (retenue et non retenue par la 

colonne) ont été concentrées et injectées sur la résine d’exclusion stérique. De façon 

surprenante, il s’est avéré que la protéine contenue dans la fraction retenue par la colonne 

IMAC était principalement sous forme agrégée alors que la fraction non retenue révélait une 

proportion importante de protéine correctement repliée avec l’obtention d’un pic majoritaire de 

faible poids moléculaire apparent, symétrique en gel filtration. L’ hypothèse que nous pouvons 

émettre est que lorsque la protéine est repliée, les étiquettes His-tag situées en position N- et 

C-terminale ne sont pas accessibles, soit parce qu’elles sont liées à une conformation de la 

protéine qui empêche leur accessibilité, soit parce qu’elles sont masquées par le détergent qui 

englobe les zones hydrophobes de la protéine. A l’inverse, lorsque la protéine est mal repliée 

ou agrégée les étiquettes sont libres et interagissent avec le nickel des colonnes IMAC.  

Par conséquent, la stratégie de repliement des DNT a été changée en intégrant cette 

nouvelle étape d’IMAC « inversée » pour l’étude des DNT du récepteur au goût umami. Dans 

l’ensemble, la production et purification des TAS1R-DNT en CI en bactérie E. coli est 

satisfaisante. Les DNT-repliés sont fonctionnels et adaptés aux essais de liaisons par 

fluorescence intrinsèque avec les ligands. Cependant, bien que les quantités obtenues, de 

l’ordre de 1,5 mg pour 25 mg de CI pour hTAS1R1-DNT (rendement 7%) et 1,4 mg pour 15 

mg de CI de hTAS1R3-DNT (rendement 9%) soient importantes, la proportion de récepteurs 

repliés biologiquement actifs reste limitante pour permettre de réaliser des études d’interaction 

par microcalorimétrie. 
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La deuxième approche a consisté à produire le DNT de TAS1R2 sous forme soluble 

en fusionnant la protéine avec l’étiquette SUMO, connue pour faciliter la solubilisation de 

certaines protéines difficiles à exprimer, tout en conservant les étiquettes His-Tag pour réaliser 

la purification du récepteur (Butt et al. 2005). De plus, l’induction a été réalisée sur 20 heures 

en diminuant la température de croissance à 20°C et la quantité d’IPTG à 0,1 mM pour 

favoriser les formes solubles. Malgré cela, les CI de SUMO-hTAS1R2-DNT restent 

majoritaires mais une faible quantité apparait sous forme soluble après une simple lyse des 

bactéries. L’isolation de la protéine par chromatographie IMAC suivi d’une chromatographie 

d’exclusion stérique a permis l’obtention d’une protéine correctement repliée et fonctionnelle. 

La présence d’une faible quantité de détergent (0,1 mM DDM) juste en dessous de la CMC, 

est toutefois nécessaire pour maintenir la solubilité de la protéine même en présence de la 

protéine de fusion SUMO. Les intéractions avec le sucralose, l’acesulfame K, le néotame et le 

sucrose ont été mesurées par fluorescence intrinsèque des tryptophanes. Ces résultats 

encourageants ont fait l’objet d’un poster présenté récemment à l’Achems en avril 2019. Dans 

le même temps, l’utilisation de la protéine SUMO pour produire hTAS1R2-DNT a récemment 

été publié par Assadi-Porter et collaborateurs (Assadi-Porter et al. 2018). Leurs résultats ont 

été obtenus après production de la protéine de fusion sous forme de corps d’inclusion et 

repliement en présence de détergent Zw3-14. Les mesures d‘interaction ont été réalisées par 

dichroïsme circulaire, fluorescence intrinsèque des tryptophanes et RMN principalement sur 

le néotame et le sucralose.  

 

II.2. Perspectives 

Bien que la stratégie de production des TAS1R-DNT par repliement des CI ait été 

améliorée, d’autres options pourraient être étudier pour augmenter le taux de récepteur 

fonctionnel. Par exemple, pour les sous-unités du récepteur du goût umami, l’utilisation d’une 

résine L-Glutamic Acid Separopore (Agarose) AB-CL pourrait permettre de concentrer 

uniquement la protéine active. Cependant, la faible affinité du TAS1R-DNT pour le L-Glu et 

l’utilisation du L-Glu lors du procédé d’élution risque de compliquer les mesures ultérieures 

d’interaction. 

En ce qui concerne les détergents, de nouvelles molécules sont régulièrement 

synthétisées pour mimer l’environnement hydrophobe de la membrane plasmique. Comme il 

n’existe pas de règle sur le meilleur choix pour étudier un RCPG, la détermination empirique 

reste la plus utilisée. Il pourrait donc être intéressant de cribler à nouveau certains d’entre eux 

notamment ceux qui ont récemment montré de bons résultats pour d’autres RCPG de classe 

C. De la même, façon un certain nombre d’additifs pourraient être évalués (minéraux, glycérol, 

etc…). Afin de tester rapidement l’effet stabilisateur d’un grand nombre d’additifs j’ai mis en 
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place dans le laboratoire le Thermal Shift Assay (TSA). Cette méthode permet de quantifier 

les changements structuraux liés à la dénaturation thermique d’une protéine, donc sa stabilité, 

dans diverses conditions. Ce test permet en quelques heures de cribler de multiples conditions 

de tampon, en travaillant en microplaque 96 puits. Cette technique nécessite peu de protéines 

et utilise la rampe thermique d’un appareil à qPCR. Les résultats ont été particulièrement 

encourageants pour les protéines solubles synthétisées au laboratoire mais pas pour les 

RCPG. La présence du détergent est sans doute à l’origine de la perturbation de fluorescence 

de la sonde utilisée dans le TSA qui augmente le bruit de fond rendant le signal difficilement 

mesurable. Pour pallier, aux problèmes liés au détergent, l’utilisation des amphipols en 

substitut permettrait d’assurer une solubilité en solution aqueuse en absence de détergent. 

Des premiers essais réalisés sur le récepteur cTAS1R1-DNT m’ont permis de vérifier que 

l’amphipol A8-35 se fixait bien sur la sous-unité ;. La possibilité de travailler sans détergents 

reste un point crucial à solutionner pour pouvoir aborder d’autres méthodes de mesure 

d’interaction. 

Enfin au cours de cette étude nous avons réalisé par mutagénèse dirigée et produit 

sous forme de CI de nombreux mutants du site orthostérique de TAS1R1-DNT. Les mutants 

T149A, D218A, R277A, E301A de TAS1R1-DNT devaient être utilisés pour valider la fixation 

du L-Glu et de l’IMP. De même, les mutants A110V et A372T devaient permettre d’évaluer 

l’impact du polymorphisme du gène TAS1R1 sur l’interaction avec le L-Glu. La fonctionnalité 

de ces mutants reste à être testée. De plus, nos résultats obtenus lors de l’étude de TAS1R3-

DNT nous incite à réaliser d’autres mutants pour cette sous-unité afin d’approfondir les 

mécanismes d’action et les résidus impliqués dans ces interactions avec le L-Glu et l’IMP. Ces 

travaux pourront être réalisés par repliement et pourront aussi être combinés à des tests 

cellulaires de mesure d’activité fonctionnelle par imagerie calcique. 

 

III. Production de la sous-unité TAS1R2 en HEK293 

III.1. Travaux accomplis 

Mes travaux réalisés sur le récepteur olfactif hOR1A1 avant ma thèse m’ont permis 

d’apporter au laboratoire un nouveau modèle de production de protéine recombinante utilisant 

les cellules humaines HEK293S. Encouragés par cette expérience, nous avons voulu 

l’appliquer au récepteur du goût sucré. L'expression des TAS1R2 et TAS1R3 n'a pas encore 

été rapportée dans les systèmes d'expression de cellules de mammifères. Ce modèle 

cellulaire offre l'avantage de produire les modifications post-traductionnelles qui ne sont pas 

reproduites par les hôtes procaryotes, comme par exemple les glycosylations (Khan 2013).  
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Pour cela, en amont de ma thèse, j’ai préparé 3 lignées clonales de cellules HEK293S-

GnTI- exprimant : soit la sous-unité TAS1R2, soit la sous-unité TAS1R3, soit les deux sous-

unités TAS1R2 et TAS1R3. Un an aura été nécessaire pour réaliser cette première étape. 

Chacune de ces lignées a été amplifiée et induite pour synthétiser la(les) protéine(s) 

recombinante(s). Les culots cellulaires récoltés ont été conservés à -80°C jusqu’à leur 

utilisation pour purification. Du fait, qu’il faut environ 3 semaines de culture pour produire 20 à 

40 culots cellulaires à partir de boîte T225 cm2, les rendements et les coûts représentent un 

frein majeur aux expérimentations.  

Afin de pouvoir purifier chacune des sous-unités de façon indépendante, les 

constructions des vecteurs codant chacun des gènes TAS1R2 et TAS1R3 ont été réalisées 

en ajoutant des séquences codant une étiquette FLAG en position N-terminale sur la 

construction codant TAS1R2, et deux étiquettes sur celle codant TAS1R3 : HA-tag en N-

terminale et His10-tag en position C-terminale. Dans un premier temps, nous nous sommes 

intéressés à la lignée clonale exprimant le récepteur entier avec ces deux sous-unités. Malgré 

un niveau d’induction assez élevé de l’expression des deux sous-unités, les analyses par 

immunomarquage ont montré que la localisation cellulaire des récepteurs était majoritairement 

cytoplasmique et que la localisation de chaque sous-unité, seule ou combinée, était très faible 

dans la membrane. La stratégie de purification développée a consisté à combiner différentes 

étapes d’immunoprécipitation, chromatographie IMAC et exclusion stérique pour purifier 

chacune des sous-unités et la fraction dimérique du récepteur. Les analyses par dichroïsme 

circulaire ont montré que les protéines étaient correctement repliées. Les analyses de l’état 

d’oligomérisation des fractions purifiées de hTAS1T2 et hTAS1R2/hTAS1R3 ont démontré que 

le récepteur était présent respectivement sous forme monomérique et dimérique comme 

attendu bien que les échantillons purifiés ne soient pas totalement homogènes. Les quantités 

collectées se sont révélées cependant extrêmement faibles et seule la fraction purifiée de 

hTAS1R2 a montré une activité fonctionnelle vis-à-vis du sucralose. 

Dans un second temps, notre stratégie a consisté à travailler prioritairement sur la 

lignée exprimant seulement hTAS1R2. Les analyses par immunomarquage ont révélé que 

l’expression de la protéine était faiblement induite et que le récepteur était très faiblement 

adressée à la membrane confirmant les observations faites récemment par les travaux de Park 

et collaborateurs (Park et al. 2019) basés sur la sélection de mutants de TAS1R2 pour 

améliorer l’expression de surface et le co-trafic avec TAS1R3. Nous avons testé différents 

détergents jusqu’à l’étape finale de purification par gel filtration pour déterminer le plus adéquat 

en termes de solubilisation et de fonctionnalité. Le FC14 initialement retenu a été remplacé 

par le LMNG qui a permis d’obtenir un pic visible en chromatographie et des quantités plus 

importantes de récepteur purifié et fonctionnel. Nous avons ainsi démontré que hTAS1R2 était 

majoritairement présent sous-forme dimérique. Les mesures d’affinité réalisées par 
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fluorescence intrinsèque du trytophane ont montré que hTAS1R2 était capable de lier le 

sucralose, le néotame, l’acésulfame K et la périllartine avec des valeurs de Kd de l’ordre du 

micromolaire. Ces valeurs sont en accord avec les valeurs d’EC50 mesurées par imagerie 

calcique en test cellulaire et les pouvoirs sucrants de ces édulcorants déterminés en analyse 

sensoriels. Ce nouveau modèle cellulaire offre donc l’opportunité de mesurer l’affinité de 

nouveaux ligands à l’échelle moléculaire. Il permet aussi de déterminer par différence avec les 

mesures réalisées sur le domaine N-terminal hTAS1R2-DNT, le site de fixation potentiel de 

ces ligands sur la sous-unité (DNT ou TMD). 

 

III.2. Perspectives 

Pour le moment les conditions de purification de la sous-unité hTAS1R3 n’ont pas été 

approfondies. Pour cela, il est possible de l’extraire soit de la lignée exprimant le récepteur du 

goût sucré entier, soit et sans doute de façon plus simple, en utilisant la lignée exprimant 

seulement hTAS1R3. On peut espérer que la présence des deux étiquettes HA-tag en position 

N-terminale et His10-tag en position C-terminale facilite cette étape. La combinaison d’une 

chromatographie IMAC et l’utilisation de bille d’agarose greffée par un anticorps anti-HA 

devraient permettre d’obtenir une fraction purifiée. On peut espérer que le détergent LMNG 

offre les mêmes avantages en termes de solubilisation et de fonctionnalité que ceux obtenus 

pour hTAS1R2.  

Ainsi, l’obtention individuelle des deux sous-unités pourrait peut-être permettre de 

mesurer l’interaction protéine-protéine entre hTAS1R2 et hTAS1R3. La méthode initialement 

envisagée pour cela était le BLI (Bio-Layer Interferometry) développé par la société FortéBio 

(Octet, par ailleurs disponible à l’Université de Dijon). En effet, la mesure des interactions par 

fluorescence intrinsèque des tryptophanes, bien que très sensible n’est pas adaptée aux 

interactions protéine-protéine du fait dans ce cas de la présence de tryptophane sur le 

récepteur et le ligand. La technique d’analyse des interactions moléculaires par BLI est une 

méthode optique basée sur l’analyse de l’interférence de la lumière réfléchie par deux 

surfaces. Sa mise en œuvre nécessite l’immobilisation d’une couche de protéine sur la pointe 

d’un biocapteur semblable à une micro fibre optique fonctionnalisée par des anticorps. La 

liaison entre la protéine fixée et un ligand ou une autre protéine en solution provoque une 

augmentation de l’épaisseur de la couche biologique à la pointe du biocapteur ce qui entraîne 

un décalage de longueur d’onde de la lumière réfléchie. Les interactions sont mesurées en 

temps réel, ce qui permet d’accéder aux constantes d’association et de dissociation. Ainsi, des 

mesures d’interactions récepteur sucré et protéine sucrée (brazzéine, monelline ou 

thaumatine) pourraient être réalisées. 
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IV. Etude du récepteur à l’amer TAS2R14 

IV.1. Travaux accomplis 

Au cours de mon travail de thèse et en parallèle avec d’autres projets, j’ai développé 

au sein de notre équipe un nouvel outil permettant de mesurer en temps réel l’activité des 

récepteurs gustatifs par la technique d’imagerie calcique. Mes précédents travaux sur les 

récepteurs olfactifs m’ont amené dès 2005 à développer cette méthode en utilisant à l’époque 

un microscope à fluorescence équipé d’une caméra couplée à un logiciel d’analyse d’image. 

L’équipement permettait au mieux de réaliser une quarantaine d’injections manuelles au puits 

par puits (2 minutes d’acquisition par puits) en une demi-journée passée dans le noir, suivi 

d’au moins une à deux journées de traitement d’analyses d’images des séquences 

enregistrées pour mesurer la réponse de chaque cellule individuellement. Notre laboratoire a 

acquis fin 2015 un nouvel équipement appelé FlexStation 3 (Molecular Devices) afin de 

réaliser cette technique de façon automatisée. En effet, la FlexStation 3 est un lecteur de 

microplaque multimodale équipé d’une tête d’injection à 8 canaux qui permet de mesurer les 

variations de flux calciques intracellulaires sur cellules vivantes par une sonde fluorescente et 

d’injecter en même temps les ligands à tester. Ainsi une plaque 96 puits peut recevoir des 

gammes d’injections de 12 ligands, testés à 8 concentrations différentes en seulement 25 

minutes. 

Pour étudier l’activité fonctionnelle des récepteurs gustatifs, j’ai créé dans un premier 

temps une lignée cellulaire de HEK293T exprimant de façon stable un protéine G chimère de 

la gustducine. Pour cela j’ai utilisé initialement deux constructions plasmidiques, l’une codant 

pour la protéine G16 et les 44 acides aminés situés en position C-terminale de la gustducine 

et l’autre codant pour la protéine G16 et le 5 derniers acides aminés de la protéine Gi3. 

Chaque plasmide a été transfecté de façon stable dans les cellules HEK293T et pour chacune 

de constructions, environ 50 clones ont été sélectionnés, repiqués, amplifiés et évalués pour 

leur activité fonctionnelle par imagerie calcique en présence de sucralose après transfection 

transitoire avec les plasmides codant les sous-unités TAS1R2 et TAS1R3. Le clone exprimant 

la meilleure activité fonctionnelle a été sélectionné et amplifié pour la suite des études sur les 

récepteurs du goût. Les premières données ont consisté à optimiser d’une part les conditions 

de culture, d’ensemencement, de transfection, et d’autres part les conditions d’injection, de 

lecture et d’analyses des données. 

En mars 2017, j’ai été accueillie pendant trois semaines par l’équipe du Professeur 

Wolfgang Meyerhof à Potsdam (Department of Molecular Genetics, German Institute of 

Human Nutrition). J’ai suivi et réalisé sur place les tests calciques sur les récepteurs au goût 

sucré, umami, amer et j’ai pu comparer nos constructions plasmidiques TAS1R2/TAS1R3 à 

leur référence interne. A mon retour au laboratoire, ce travail m’a permis d’améliorer nos 
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méthodes. Nous avons aussi pu bénéficier, après un accord de transfert de matériel, de 

l’utilisation des 25 constructions des récepteurs à l’amer utilisées par leur laboratoire pour 

initier nos propres travaux. J’ai ainsi pu valider en interne la réponse fonctionnelle des 25 

récepteurs à l’amer vis-à-vis de nombreux ligands. Il nous est apparu qu’à terme et dans un 

souci d’indépendance pour nos projets, nous devrions réaliser nos propres constructions 

plasmidiques. C’est de là qu’est née la stratégie de l’étude réalisée sur le récepteur TAS2R14. 

L’objectif de ce travail a été de mettre au point une construction permettant une expression 

fonctionnelle du récepteur au moins équivalente avec un adressage membranaire efficace du 

récepteur et la possibilité de visualiser celui-ci par immunocytochimie. Pour cela nous avons 

testé différents peptides d’adressage décrits dans la bibliographie, différentes positions de 

l’étiquette Flag-tag et la présence d’une séquence (QBI SP163) en amont du codon d’initiation 

pour favoriser la transcription et traduction du gène. Nos résultats nous ont permis de proposer 

un modèle de vecteur pour l’expression des récepteurs à l’amer. Le résultat le plus significatif 

a été l’insertion de la séquence d’amplification de la traduction qui permet d’augmenter le 

signal mesuré à la fois en termes d’amplitude de la réponse calcique et d’affinité pour le ligand 

(diminution de la valeur de l’EC50 par un décalage vers la gauche des courbes dose-réponse). 

Rapidement, nous avons évalué l’impact de cette modification sur l’expression de nos 

constructions plasmidiques codant pour le récepteur au goût sucré. Des résultats plus 

robustes en termes d’amplitude du signal ont été mesurés pour des ligands sucrés de 

référence et ont permis de déterminer des valeurs d’EC50 plus faibles ou équivalentes 

confirmant les résultats obtenus précédemment avec TAS2R14. Les expériences permettant 

de mesurer l’effet de synergie de l’IMP avec le récepteur au goût sucré ont été répétées pour 

confirmation avec ces nouvelles constructions TAS1R2 et TAS1R3. Pour la suite, il été décidé 

d’intégrer désormais la séquence d’amplification de la traduction QBI SP163 dans toutes nos 

futures constructions. 

 

IV.2. Perspectives 

Les résultats de notre étude préliminaire sur TAS2R14 nous ont conduit à synthétiser 

les constructions codant les 25 TAS2R selon la même stratégie : pcDNA4-MAX-SST3-

TAS2Rx-Flag. Les premiers tests consistant à valider chacune des constructions en présence 

de ligands de référence sont en cours. 

De la même façon, de nouvelles constructions ont été synthétisées pour l’expression 

du récepteur au goût sucré dans d’autres espèces animales comme la souris, le chien, le porc, 

la vache et le cheval. L’étude de nouveaux modèles de récepteurs gustatifs animaux fournit 

une alternative utile pour comprendre à l’échelle moléculaire les déterminants biologiques de 

la consommation d’aliments riches en carbohydrates et expliquer le comportement et les 
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préférences alimentaires de ces espèces comparativement à l’Homme (da Silva et al. 2014, 

Daly et al. 2012, Randall et al. 1978, Reed 2008). Quelques travaux ont été publiés sur les 

préférences alimentaires de ces animaux mesurés par des tests sensoriels, mais peu de 

données sur les interactions moléculaires des récepteurs gustatifs avec les molécules sucrées 

sont disponibles à l’exception du modèle souris.  

Concernant, le récepteur au goût umami, nous avons préparé les constructions des 

gènes codant TAS1R1 et TAS1R3 pour étudier les interactions moléculaires de ligands connus 

ou à déterminer dans nos futurs projets. A ce stade, l’étude du récepteur umami reste un défi 

à relever. En effet, la détection de l’expression fonctionnelle en cellules HEK293 semble plus 

délicate. Il n’est pas toujours clairement établi dans la bibliographie si les données obtenues 

par certaines équipes ont été réalisées par imagerie sous microscope ou à l’aide d’un lecteur 

de plaque automatisé (FlexStation ou FLIPR). Pour valider notre système d’expression et de 

détection, nos premiers essais auront pour but de confirmer l’effet synergique de l’IMP sur le 

L-Glu déjà démontré par Li et collaborateurs (Li et al. 2002) en microscopie classique ou par 

Xu et collaborateurs (Xu et al. 2004) et Toda et collaborateurs (Toda et al. 2013) en FLIPR. 

Pour cette dernière équipe, il s’avère que les données publiées sur le récepteur umami sont 

réalisées par luminescence en FLIPR. Leur système cellulaire intègre la transfection d’une 

chimère dérivée de la clytine, en plus de TAS1R1 et TAS1R3, l’utilisation de la coelenterazine 

comme sonde calcique bioluminescente, et une lecture par luminescence des flux calciques. 

La luminescence offre généralement une meilleure sensibilité de détection, un bruit de fond 

quasi absent, et la possibilité de tester des ligands qui ont l’inconvénient d’être fluorescents 

aux longueurs d’onde habituellement utilisées pour les sondes calciques fluorescentes. On 

peut penser que si le signal du récepteur umami est délicat à mesurer, l’utilisation de ce 

système pourra devenir nécessaire, c’est pour cela que nous avons pu obtenir la construction 

clytine pour envisager cette option de lecture si besoin. 

Pour compléter ces perspectives concernant les études fonctionnelles des récepteurs 

gustatifs, nous avons acquis récemment un FLIPR Tetra. Cet équipement installé en mars 

2019 est équipé d’une tête d’injection 96 puits et d’une caméra à haute sensibilité pour les 

acquisitions en fluorescence et luminescence. J’ai pour mission d’adapter nos techniques 

d’injection et de lecture afin d’optimiser encore nos études sur les récepteurs gustatifs. Le 

FLIPR permet d’acquérir en quelques minutes les cinétiques calciques sur 96 puits en 

simultané tout en injectant les gammes de ligands à tester. Il réduit donc drastiquement le 

temps d’acquisition des données et permet de comparer sur une même plaque à un instant 

donné les réponses cellulaires. Il ouvre la voie à des études de criblage à plus haut débit ou à 

l’étude de nombreux mutants des récepteurs du goût. 
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V. Intérêt et limites des différentes approches d’études des 
récepteurs gustatifs, que choisir ? 

Chaque modèle cellulaire possède ses avantages et inconvénients et ils apparaissent 

complémentaires. Le choix initial de la méthode dépend principalement de l’objectif fixé.  

La production des CI obtenus en E. coli est une méthode peu coûteuse et rapide (3 

jours) facilement accessible à de nombreux laboratoires équipés pour la microbiologie. Les CI 

récoltés après induction des bactéries et lavage peuvent être stockés à -80°C pendant 

plusieurs années et permettent de travailler pendant plusieurs semaines sans relancer de 

culture bactérienne en continu. Différents mutants du gène d’intérêt peuvent être réalisés par 

mutagénèse dirigée sur la construction plasmidique initiale. Ces nouveaux vecteurs peuvent 

être transformés en E. coli en 24 heures et rapidement exploités pour produire de nouveaux 

CI. La partie purification est réalisée en 2,5 jours. Après purification par gel filtration, la protéine 

est disponible dès le troisième jour pour commencer les mesures d’activités fonctionnelles. 

L’utilisation des CI permet d’accéder à des quantités importantes de récepteur purifié de l’ordre 

de plusieurs milligrammes. La phase délicate réside principalement dans le protocole de 

solubilisation et purification pour trouver les conditions adéquates de repliement de la protéine. 

Ces conditions sont souvent à déterminer de façon empirique car il n’existe pas de règles 

établies même par type de RCPG (classe A, classe C). Le détergent est un facteur clef 

important pour la solubilisation et la fonctionnalité de la protéine purifiée de même que certains 

additifs. L’obtention d’une protéine pure, en absence d’agrégats est généralement révélée par 

le chromatogramme homogène et symétrique de gel filtration. Les limites du système sont 

liées à l’utilisation des bactéries qui sont incapables de réaliser les modifications post-

traductionnelles présentes chez les eucaryotes et qui sont parfois indispensables à la 

fonctionnalité de la protéine à étudier. 

La production en cellules de mammifères est une méthode coûteuse et nécessite 

l’accès à un laboratoire de culture cellulaire classé L2 en termes de pathogénicité pour 

certaines lignées (cas de HEK293). Contrairement aux bactéries E. coli qui ont la faculté de 

doubler leur biomasse en 20 minutes en pleine phase de croissance, les cellules de 

mammifères ont un temps de doublement d’environ 24 H ce qui rend leur croissance beaucoup 

plus lente. La réalisation de lignée clonale exprimant un gène d’intérêt inductible nécessite de 

transfecter les cellules et de les soumettre à une sélection par antibiotique qui conduit à la 

mort de 95 % de la population cellulaire. Il faut attendre environ 2 à 3 semaines pour voir 

apparaître les premiers clones et au moins 2 mois de repiquage et d’expansion en puits, puis 

en boîte, pour obtenir des quantités de cellules transformées à la fois pour la cryoconservation 

et pour les premiers tests d’induction. De nombreux clones doivent être criblés pour leur 

capacité de production du récepteur et/ou leur activité fonctionnelle. On comprend dès lors 

qu’il est difficile de concevoir une étude sur différents mutants du gène d’intérêt. Pour obtenir 
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suffisamment de protéine purifiée, la lignée doit être amplifiée de façon continue et des lots de 

cellules régulièrement induits. La congélation à -80°C des culots cellulaires récoltés après 

induction offre cependant l’avantage de pouvoir les cumuler pour des analyses ultérieures. 

L’étape de purification est réalisée en 1 à 2 jours et les études de fonctionnalité réalisées dans 

la foulée. Les quantités de récepteur purifié sont faibles, de l’ordre du microgramme ce qui 

limite son utilisation à certaines méthodes biochimiques. Les cellules eucaryotes humaines 

ont l’avantage de réaliser les modifications post-traductionnelles des protéines. On utilise 

cependant une lignée déficiente en N-acetyl-glucosamininyltransferase afin de limiter ces 

glycosylations qui pourrait rendre délicate la purification d’une protéine sous forme homogène. 

Cette déficience est à la fois utile mais peut poser problème pour certaines protéines et pourrait 

peut-être expliquer aussi la faible expression de notre récepteur TAS1R2. 

D’un point de vue stabilité, il est connu que les RCPG purifiés perdent leur activité en 

quelques jours. Au sein du laboratoire, la protéine purifiée à partir d’E. coli ou de HEK293 est 

utilisée dans les 3 jours maximum après sa production. Ce facteur complique la réalisation de 

certaines expérimentations. Pour remédier à ce défaut, de nombreux travaux pour augmenter 

la stabilité des RCPG purifiés sont menés par différentes équipes et l’utilisation des amphipols 

a permis d’allonger ces délais à plus de 10 jours pour certains d’entre eux.  

 

L’utilisation des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec les gènes d’intérêt 

pour des études basées sur l’activité fonctionnelle sur cellules vivantes offre de nombreux 

avantages. Tout d’abord la méthode offre la souplesse de pouvoir évaluer les interactions 

moléculaires de différents récepteurs, ou mutants des récepteurs, avec de nombreux ligands 

en même temps. Ainsi, il est possible d’étudier la réponse fonctionnelle des 25 récepteurs du 

goût amer simultanément, éventuellement sur une même plaque de culture. Le protocole, 

réalisé sur 3 jours, est relativement rapide. L’ensemencement est suivi après 24 heures par 

l’étape de transfection, elle-même poursuivit après 24 heures par la mesure de l’activité 

fonctionnelle.  

L’apport indéniable réside dans la quantité de données générées qui peut atteindre du 

haut débit lorsqu’on utilise le FLIPR. L’utilisation de lignée cellulaire humaine permet 

d’extrapoler les données à l’Homme. Comme pour l’industrie pharmaceutique qui teste de 

nombreuses molécules chimiques à vocation de médicaments pour des RCPG cibles 

impliqués dans différentes maladies, les tests calciques sur les récepteurs du goût peuvent 

être une première étape pour cribler de nouvelles molécules sapides seules ou en mélange 

sans soucis d’innocuité. 

Outre le coût complet extrêmement élevé des tests cellulaires (produits, 

consommables, kits de détection, maintenance des équipements), on notera quelques 

inconvénients à la technique qui peuvent impacter les résultats. Malgré la standardisation des 
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procédures, le fait de travailler sur du matériel vivant, combiné à la réalisation des essais par 

différents manipulateurs, peut entraîner des variations intra et inter laboratoires des résultats. 

C’est pourquoi à minima il convient de répéter au moins trois fois les tests sur au moins trois 

plaques de culture, réalisées sur au moins trois jours différents. Certains composés sont 

capables d’activer la voie calcique par d’autres récepteurs endogènes, il faut donc 

systématiquement associer à chaque ligand testé, un contrôle réalisé sur des cellules qui ne 

sont pas transfectées par le gène d’intérêt, mais seulement par le plasmide ayant été utilisé 

pour la construction.  

Les produits de transfection permettant de faire pénétrer le gène dans la cellule ne sont 

pas anodins. Ils forment généralement des sortes de liposomes qui enrobe le vecteur et vont 

fusionner avec la membrane plasmique ce qui entraîne parfois une augmentation de la 

sensibilité des cellules en fonction du temps de contact avec le produit de transfection. A ce 

titre, il existe sur le marché une grande variété de composés qu’il peut être intéressant de 

tester régulièrement. De même les plasmides purifiés peuvent contenir des endotoxines 

bactériennes résiduelles qui sont toxiques pour les cellules. Ces endotoxines sont par exemple 

des liposaccharides thermostables. Il existe de nombreux kits de purification de plasmides, 

dits « endotoxin-free » pour éliminer ces toxines qu’il peut être intéressant d’évaluer et de 

comparer en vérifiant la sensibilité des cellules après transfection.  

Enfin, les tests cellulaires sont basés sur la mesure d’une voie de signalisation qui 

arrive en aval de l’interaction moléculaire ligand-récepteur. On ne mesure donc pas la liaison 

du ligand au récepteur mais sa capacité à l’activer. On obtient donc une valeur d’EC50 qui 

représente la concentration d’un ligand qui induit 50% de l’effet maximum mesuré. De ce fait, 

on ne peut pas déterminer d’EC50 pour certains ligands qui se fixent au récepteur sans l’activer, 

comme certains modulateurs allostériques ou inhibiteurs. C’est le cas par exemple de l’IMP 

qui se lie au récepteur du goût umami mais n’entraîne pas de réponse calcique quand il est 

utilisé seul. L’absence de réponse ne veut pas dire absence de liaison au récepteur et de faux 

négatifs peuvent être fréquents.  

 

En conclusion, une grande variété d’approches est disponible pour l’étude des 

récepteurs gustatifs. Leur classification en RCPG les rend difficiles à étudier mais bénéficie à 

l’inverse des progrès technologiques phénoménaux liés à la recherche de nouvelles cibles 

thérapeutiques sur d’autres RCPG d’intérêt pharmaceutiques. Il est fort à parier que ces 

avancées profiteront aux récepteurs gustatifs, d’autant que les découvertes récentes de leur 

présence dans les systèmes extra-oraux ouvrent des perspectives pour la découverte de 

molécules inhibitrices ou de modulateurs allostériques. 
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Récepteurs gustatifs humains : étude des relations structure-fonction 

Résumé : Les détecteurs gustatifs aux saveurs sucré, umami et amer sont des récepteurs membranaires qui appartiennent à la 
famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ils sont caractérisés par l’existence d’un domaine transmembranaire 
(DTM) hydrophobe et un mécanisme d’activation qui implique une protéine G hétérotrimérique.  
L’homme possède 25 récepteurs à l’amer TAS2R. Ces récepteurs appartiennent à la classe A des RCPG. Leur l’architecture est 

constituée d’un DTM structuré en 7 hélices  qui forment le site orthostérique de liaison des molécules amères. Le récepteur 
au goût umami est un hétérodimère composé des sous-unités TAS1R1 et TAS1R3, alors que les sous-unités TAS1R2 et TAS1R3 
s’assemblent pour composer le récepteur au goût sucré. Chacune de ces sous-unités appartient à la classe C des RCPG et 
partage une architecture commune, constituée d’un domaine N-terminal (DNT) extracellulaire de grande taille qui est relié au 
DTM par une région riche en cystéines (RRC). La contribution de chaque sous-unité au fonctionnement des récepteurs 
hétérodimériques demeure cependant largement inconnue.  
A cause de leur nature amphipathique, les RCPG constituent une famille de protéines extrêmement difficiles à étudier d’un 
point de vue biochimique. Caractériser leurs interactions et déterminer leurs structures sont des enjeux importants et un 
véritable challenge pour les années à venir. Dans ce travail, nous avons développé différents systèmes d’expression afin de 
mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui gouvernent les interactions récepteur-ligand.  
Pour l’étude du goût umami, les DNT de TAS1R1 et TAS1R3 ont été produits en bactérie E. coli sous forme de corps d’inclusions 
puis repliés in vitro. En combinant des approches biochimiques et des tests cellulaires d’activité fonctionnelle, nous avons 
montré que l’inosine-5’-monophosphate (IMP), un exhausteur du goût umami, se lie à TAS1R3-DNT et agit en synergie avec le 
sucralose et le néotame.  
Concernant le récepteur au goût sucré, la sous-unité (taille complète) de TAS1R2 a été surexprimée dans une lignée cellulaire 
HEK293S inductible par la tétracycline. Un protocole de solubilisation et de purification a permis d’obtenir le récepteur TAS1R2 
fonctionnel. Une analyse par dichroïsme circulaire dans l’UV lointain a révélé que TAS1R2 est bien replié. La diffusion de lumière 
couplée à la gel filtration a montré que TAS1R2 était présent majoritairement sous forme dimérique. Les interactions avec les 
ligands sucrés mesurées par fluorescence intrinsèques ont révélé des affinités de l’ordre du micromolaire en accord avec les 
tests d’activité cellulaires et les pouvoirs sucrants des molécules.  
Parallèlement, afin d’étudier les récepteurs au goût amer, nous avons conçu différents vecteurs d’expression du récepteur 
TAS2R14 afin d’améliorer son expression et son adressage à la membrane plasmique. Nous avons montré que l’utilisation de la 
séquence QBI SP163 en amont du codon initiateur de traduction, associée au peptide signal de la somatostatine 3 de rat en 
position N-terminale et à l’étiquette FLAG en position C-terminale, permettait d’augmenter la réponse fonctionnelle du 
récepteur aux ligands amers aussi bien en termes d’amplitude que de sensibilité. Cette construction plasmidique représente 
un outil prometteur pour aider à identifiés certains agonistes des TAS2R orphelins.  
 
Mots clés : récepteurs du goût, RCPG recombinants, TAS1R2/TAS1R3, TAS1R1/TAS1R3, TAS2R, sucré, umami amer. 

 

Human taste receptors: study of structure-function relationships 

Abstract : Sweet, umami and bitter taste detectors are membrane receptors that belong to the family of G-protein coupled 
receptors (GPCRs). They are characterized by the existence of a hydrophobic transmembrane domain (TMD) and an activation 
mechanism that involves a heterotrimeric G protein. 
Human has 25 bitter taste receptors TAS2R. These receptors belong to class A GPCRs. Their architecture consists of a TMD 
structured in 7 -helix which form the orthosteric binding site of bitter molecules. The umami taste receptor is a heterodimer 
composed of the TAS1R1 and TAS1R3 subunits, while the TAS1R2 and TAS1R3 subunits form the sweet taste receptor. Each 
subunits belongs to the class C GPCRs and shares a common architecture, consisting of a large extracellular N-terminal domain 
(NTD) connected to the TMD by a cysteine-rich region (CRR). However, the relative contribution of each subunit to the 
heterodimeric receptors function remains largely unknown. 
Because of their amphipathic nature, GPCRs are extremely difficult to study from a biochemical point of view. Characterizing 
their interactions and determining their structures are important issues and a real challenge for the next years. In this work, 
we have developed different expression systems to understand molecular mechanisms that govern receptor-ligand 
interactions. 
For the study of umami taste, the TAS1R1 and TAS1R3 NTDs were produced in E. coli bacteria as inclusion bodies and then 
folded in vitro. By combining biochemical approaches and functional cell assays, we have shown that inosine-5'-
monophosphate (IMP), an umami flavor enhancer, binds to TAS1R3-NTD and acts synergistically with sucralose and neotame. 
Regarding the sweet taste receptor, the subunit (full size) of TAS1R2 was overexpressed in a tetracycline inducible cell line 
HEK293S. Solubilization and purification protocol allows to obtain functional TAS1R2 receptor. Far-UV circular dichroism 
spectroscopy analysis revealed that TAS1R2 is well folded. Multiangle light scattering coupled with gel filtration showed that 
TAS1R2 was predominantly present in dimeric form. Interactions with sugar ligands measured by intrinsic fluorescence revealed 
micromolar range affinities in agreement with cellular assays and the sweetening powers of molecules. 
In parallel, to study bitter receptors, we designed different TAS2R14 receptor expression vectors in order to improve receptor 
expression and target to the plasma membrane. We showed that use of the QBI SP163 sequence upstream of the translational 
initiation codon, associated with the signal peptide of the rat somatostatin 3 in the N-terminal position and the FLAG tag in the 
C-terminal position, increase the functional response of the receptor to bitter ligands both in terms of amplitude and sensitivity. 
This plasmid construct represents a promising tool to help identify some orphaned TAS2R agonists. 
 
Keywords: taste receptors, recombinant GPCR, TAS1R2/TAS1R3, TAS1R1/TAS1R3, TAS2R, sweet taste, umami taste, bitter 
taste. 
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