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Résumeé :

L’obésité est un probléeme de santé majeur et est devenue un phénomene préoccupant dans le
monde entier. Des études récentes ont démontré I'existence d'une modalité gustative du goQt
du gras, cette perception gustative du godt du gras pourrait étre responsable de l'attirance pour
les aliments riches en graisses et du comportement alimentaire. Pour remédier a ce probleme,
la présente étude porte sur I’évaluation du potentiel thérapeutique de célastrol, un térpenoide
penta-cyclique naturel, isolé de certains des plantes de la famille celastracée telles que
Tripterygium wilfordii. L’objectif de cette étude est d’explorer le role et les effets du
traitement de célastrol sur les statuts métabolique et inflammatoire chez les souris obéses. Le
test de préférence de double choix a été utilisé pour évaluer la perception gustative lipidique
chez la souris. Nous avons détermine le role de célastrol dans la perception orosensorielle des
acides gras alimentaires, nous avons utilisé des techniques de RT-gPCR, et de signalisation
calcique. Nous avons mené nos experiences sur des cellules de bourgeons gustatifs de souris,
études ex vivo, ou sur différents modeles de souris recevant un régime hyper-gras (HFD)
induisant ’obésité (études in vivo). L’effet de I’administration de célastrol sur les mécanismes
impliqués dans la perception orosensorielle des lipides est ainsi évalué. Les études in vitro
montrent que le célastrol, module la perception du godt du gras au niveau cellulaire dans les
cellules des bourgeons gustatifs de souris. Les souris traitées par le célastrol (100ug/Kg/j)
présentent une diminution significative des poids corporel, du foie et du tissu adipeux
viscéral. En outre, le célastrol régule I'expression des ARNm codant pour les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B, IL-6, et TNFa) dans les papilles gustatives des souris, et certains
genes lipogéniques (PPARa, SREBP1, FAS, ACC1 et ACC2) dans le foie. Par ailleurs, Les
souris traitées au célastrol présentent une préférence pour les lipides plus élevée par rapport
aux souris HFD, ce qui est probablement due a l'augmentation de I'ARNm codant pour le
CD36, GUS et GPR120 dans les cellules gustatives de souris (mTBC). Ces observations
suggere qu'une augmentation de la sensibilité au corps gras peut étre responsable d'une baisse
de prise alimentaire lipidique. De plus, on constate une modulation de la signalisation

calcique par le célastrol dans les cellules gustatives de souris.

Mots clés : perception orosensorielle, acide gras, célastrol, bourgeons de gout, obésité.



Abstract:

Obesity is a major health problem and has become a worrying phenomenon worldwide.
Recent studies have demonstrated the existence of a gustatory modality of the taste of fat, this
gustatory perception of the taste of fat could be responsible for the attraction to foods rich in
fat and for eating behavior. To resolve this problem, the present study focuses on the
evaluation of the therapeutic potential of celastrol, a natural penta-cyclic terpenoid, isolated
from some of the plants of the Celastracea family such as Tripterygium wilfordii. The
objective of this study is to explore the role and effects of celastrol treatment on metabolic
and inflammatory statuses in obese mice. The two bottle preference test was used to evaluate
lipid taste perception in mice. We determined the role of celastrol in the oro-sensory
perception of dietary fatty acids, we used RT-gPCR and calcium signaling techniques. We
carried out our experiments on mouse taste buds cells ex vivo studies, or on different mouse
models receiving a high-fat diet (HFD) inducing obesity (in vivo studies). The effect of the
administration of celastrol on the mechanisms involved in the oro-sensory perception of lipids
is thus evaluated. In vitro studies show that celastrol modulates the perception of the taste of
fat at the cellular level in mouse taste bud cells. Mice treated with celastrol (100ug/Kg/day)
showed a significant reduction in body weight, liver and visceral adipose tissue. Celastrol
also regulated the expression of mMRNA encoding pro-inflammatory cytokines (IL-1pB, IL-6
and TNFa) in buds taste papillac and some lipogenic genes (PPARa, SREBPI1, FAS, ACCl1
and ACC2) in liver. Furthermore, celastrol-treated mice exhibited a higher preference for
lipids compared to HFD mice, which was likely due to increased mRNA encoding CD36,
GUS, and GPR120 in mouse taste bud cells (mTBCs). These observations suggest that an
increase in sensitivity to fat may be responsible for a decrease in lipid intake. Furthermore,

modulation of calcium signaling by celastrol was observed in mouse taste cells.

Key words: oro-sensory perception, fatty acid, celastrol, taste bud, obesity.
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Introduction :

L'obésité est lI'un des enjeux majeurs de santé publique du XXle siécle et sa prévalence
augmente rapidement dans le monde entier. D’parés I’OMS, 1’obésité, se caractérise par une
accumulation excessive de graisses dans le tissu adipeux. Il y a plus de 1,9 milliards d’adultes
en surpoids et plus de 777 millions des adultes sont cliniquement obeses (1). Le surpoids et
’obésité représentent le Seme facteur de décés au niveau mondial, et sont associée a un risque
accru de nombreuses pathologies, notamment le diabéte, I’hypertension, les calculs biliaires et
certains types de cancer. Selon ’'OMS, chaque année 2,8 millions d’adultes décédent des
suites de ces affections (2). L’obésité est une maladie multifactorielle, résultant de
I’expression d’une susceptibilité génétique sous I’'influence de facteurs environnementaux, et
d’autres comme I’alimentation, sédentarisation excessive et le manque d’activité physique.
Les interactions entre ces facteurs peuvent créer un plan favorable a ’expression des genes
qui va provoquer 1’obésité (3). Il est largement admis que manger les aliments riches en
graisses peuvent entrainer un apport calorique élevé qui pourrait contribuer a une
accumulation accrue de graisse, ainsi fournissent 1I’incidence de 1’obésité. En effet, plusieurs
études ont démontré une relation entre ’augmentation de 1’accumulation de graisses et

I’inflammation chronique, favorisant ainsi la résistance a 1’insuline chez les sujets obeses.

L’obésité est corrélée a un apport éleve en matiéres grasses, et les sujets obéses également
associées a une forte préférence pour les lipides alimentaires (4). L’un des mécanismes
plausibles impliqués dans 1’attirance pour les lipides alimentaires est qu’il pourrait y avoir une
6eme modalité gustative, consacrée a la détection orosensorielle des acides gras alimentaires a
longue chaine (AGLC). En effet, plusieurs études ont montré que les enfants obéses, les

adolescents, et les adultes, présentent des seuils de détection élevés pour le corps gras.

Plusieurs études épidémiologiques suggeérent qu'un apport élevé d'aliments a base des plantes
riches en composés poly-phénoliques est associé a une diminution de [l'inflammation,
notamment, les tri-terpénes penta-cycliques, purifiés a partir des plantes, diminuent différents
facteurs liés au syndrome métabolique (5). L’équipe Nutox propose que certaines molécules
de la famille terpénoides, peuvent jouer un réle modulateur de go(t du gras et exercer des
effets bénéfiques lors de 1’obésité chez la souris comme la Zizyphus lotus (un terpenoide,

appartiennent a la famille de rhamnacées).

Le célastrol est un triterpénoide penta-cyclique naturel, isolé de certains des plantes

celastraceae telles que Tripterygium wilfordii (6). Parallelement, le remarquable potentiel
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anticancéreux du ceélastrol a également suscité un large intérét (7). Depuis que l'effet anti-
obeésité a été définitivement rapporté par le groupe Ozcan en 2015 (8), il a été mis en lumiere

en raison de son grand potentiel dans le traitement des maladies métaboliques.

Dans le cadre de la valorisation du patrimoine végétatif délaissé et de la prévention de
I’obésité et ses complications, notre étude porte sur la mise en évidence de 1’effet
thérapeutique de célastrol. Nous avons étudié les mécanismes d’action de célastrol sur la
signalisation cellulaire, et son effet sur la détection orosensorielle des lipides alimentaires
chez les souris C57BL/6J, recevant un régime hyper-gras.

Dans la revue bibliographique, nous allons dans une premiére partie présenter un apercu sur
I’obésité et ses complications associées ; nous aborderons aussi les mécanismes de la
perception gustative. Nous présentons la plante Tripterygium Wilfordii et sa molécule
bioactive le celastrol. Puis dans une deuxieme partie, nos travaux de recherche portent sur
I’analyse physico-chimique et le mécanisme d’action de célastrol par une expérimentation in

Vivo, et in vitro.
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Chapitre 01 :

Obeésité et perception orosensorielle
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1. Pathogénése de 1’obésité :

1.1. Qu’est-ce que c’est ?

D’aprés ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), Le surpoids et ’obésité sont définis
comme une accumulation excessive de graisse, et a une modification du tissu adipeux, qui
peut nuire a la santé, et pouvant réduire ’espérance de vie (9). Depuis 1990, ’OMS a défini
I’obésité comme une maladie altérant le bien-étre physique, psychique et social des
populations (10). 1l s’agit d’une maladie chronique complexe multifactorielle, résultant de
I’expression d’une susceptibilité génétique sous I’'influence de facteurs environnementaux, et
d’autres comme I’alimentation, le manque d’activité physique, et la sédentarisation excessive
(12).

Le surpoids et 1’obésité représentent le Seme facteur de déceés au niveau mondial. Chaque
année 2,8 millions d’adultes décédent des suites de ces affections : 44% de la charge du
diabete, 23% de la charge cardiopathies ischemiques et 7 a 47% de la charge de certains
cancers qui sont attribués au surpoids et a 1’obésité d’aprés ’'OMS (2020) (12). La masse
adipeuse représente, de 10 a 15 % du poids total chez I'homme, de 20 a 25 % chez la femme.
On parle d'obésité lorsqu'elle atteint plus de 20 % du poids total chez ’homme et plus de 30

% chez la femme (13).
1.2. Mesure de I’excés de masse grasse :

La prévalence de I’obésité et du surpoids est généralement définie en utilisant 1’indice de
masse corporelle (IMC) également appelé Indice de Quetelet (1Q) ou Body Mass Index (BMI)
est le reflet de la corpulence (14). Il permet d’estimer 1’adiposité et plus particuliérement le
niveau du tissu adipeux sous-cutané. Il se calcule via la relation suivante : le poids en

kilogrammes (kg) divisé par la taille en métre (m) au carré (Tableau 01) (15).
IMC = Poids (kg) / Taille 2 (m?).

Une valeur de 'IMC est supérieure a 25 kg/mz, définie un surpoids et au-dela de 30kg/m?, il
s’agit de I’obésité. La limite inférieure de I'IMC est de 18,5 kg/m2. Ces marqueurs fournissent
une échelle commune, mais le risque de la maladie dans la population peut augmenter

progressivement méme a des valeurs faibles d’IMC (Tableau 01) (15).
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Tableau 01 : Interprétation des valeurs de I'IMC selon ’OMS.

Insuffisance pondérale <18.5
Eventail normal 18.5-24.9
Surpoids >25.5
Pré-obésité 25.0-29.9
Obésité >30.0
Obésité classe 1 (modérée) 30.0-34.9
Obésité classe 2 (sévere) 35.0-39.9
Obésité classe 3 (massive) >40.0

IMC= poids (kg)/ taille? (m?).

IMC : indice de masse corporelle, OMS : organisation mondiale de la sante.

Une autre méthode est également prise en compte pour estimer 1’obésité : le tour de taille.
L’exces de masse grasse dans le niveau abdominale (grasse au tour des visceres) est en effet a
risque accru de maladies cardiovasculaires et de diabéte, et aussi certains cancers, et ce
indépendamment de I'IMC (16). On parle d’obésité abdominale, lorsque le tour de taille est

supérieur a 100cm chez I’homme, et a 88 cm chez la femme (en dehors de la grossesse) (17).

1.3.  Epidémiologie :

L’obésité a atteint des proportions endémiques dans le monde, avec plus d’un milliard
d’individus en surpoids et au moins 650 millions d’entre eux cliniquement obeses.
Globalement, environ 13% de la population adulte mondiale (11% des hommes et 15% des
femmes) sont obeses, et 39% sont en surpoids en 2016 (18). L obésité est une cause majeure
d’apparition de maladies chronique ; elle coexiste généralement, dans les pays en voie de
développement, avec la malnutrition dans des conditions complexes, associées a une
dimension socio-économique et psychologique (WHO 2020). La proportion d’obésité dans le

monde est montrée sur la figure 01.
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Selon I’é¢tude TAHINA, réalisée en Algérie, la prévalence de ’obésité est de 15, 3 % chez
I’homme, et 50% chez la femme. Le projet TAHINA lance un cri d’alarme et recommande

des stratégies d’intervention sanitaire en Algérie (19).

La prévalence de 1’obésité en France reste encore inférieure a celle des Etats-Unis (30%) ou
des Pays de I’Europe de I’Est (20%). Elle s’est constituée progressivement tout au long du
XXeéme siécle. De génération en génération, on devient obése de plus en plus tét. Le colt
économique de 1’obésité et de ses conséquences sur la morbi-mortalité représente 2 a 5% des

dépenses de Santé Publique dans les pays riches (20).

L’obésité touche aussi I’Union Européenne (associ¢e, dans I’étude décrite, a la Suisse, la
Norvége et la Turquie) mais dans une moindre mesure. Plus de la moitié des adultes européens
(50.1%) sont en surpoids, et seulement 15.5% sont obeses. Mais, ces chiffres cachent une
importante hétérogénéité au sein de I’'UE. Effectivement, si certains pays ont un taux tres faible
d’obésité au sein de leur population comme Roumanie : 7.9%, Italie : 9.9%, et Norvege : 10%,
d’autres atteignent des valeurs comparables a celles observées en Amérique du Nord (Irlande :
23%, Malte : 22.3%, et Royaume-Uni : 24.5%) (21).

2 I‘g f'vg..,;
o

E— 2 B |

20% 40% 60%

Figure 01 : la prévalence de 1’obésité dans le monde.
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1.4. Les différents stades de I’obésité :

L’obésité est caractérisée par une évolution chronique avec différentes phases successives :
constitution, I’excés de poids et fluctuations pondérales. Chaque phase correspond a des
situations physiopathologiques, cliniques, thérapeutiques radicalement différentes (22). Avant
I’initiation de la prise de poids, il existe une phase préclinique allant de la période intra-
utérine aux premiers signes de modification de la corpulence (fig 02).

Les facteurs biologiques (épigénétiques, génétiques, développement de la masse grasse) sont
importants. Le stade initial de constitution, plus ou moins précoce selon les individus est

caractérisé par un déséquilibre énergétique avec des entrées supérieures aux sorties d’énergie

(20).

Cliniquement, il y a une augmentation du stock adipeux et une augmentation adaptative de la
masse maigre. Donc, Il est commun de penser que le développement de la masse grasse est

secondaire a un déséquilibre de la balance energétique.

La phase de maintien résulte d’un nouvel équilibre énergétique et de modifications de
stockage. Une phase d’aggravation de la maladie aboutit au stade d’obésité constituée
caractérisée par I’apparition de comorbidités a la fois métaboliques (diabete de type 2,
hypertension) et mécaniques (apnées du sommeil, atteintes rhumatologiques, lympheedéme).
Cette phase est aussi marquée par des fluctuations pondérales en lien avec des tentatives de

perte de poids trés souvent suivies de rebonds pondéraux (22).

Ces séries de « yo-yo » ponderal ont des conséquences psychologiques (troubles du
comportement alimentaire, trouble de I’estime de soi) et physiques (diminution de la masse

maigre, modifications du métabolisme énergétique) et aboutissent a une aggravation du poids.

Cliniqguement, il y a une chronicisation du processus d’inflation adipeuse et s’installe une

résistance a I’amaigrissement (obésité dite « réfractaire ») (22).
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Figure 02 : Histoire de 1’obésité, (23).

1.5.  Les facteurs de risques :

L’obésité est une maladie dont I’origine est multifactorielle. Elle résulte de I’interaction
complexe de nombreux facteurs génetique, comportementaux, metaboliques, et
environnementaux. Parmi les grandes causes identifiees, les deux principaux facteurs
incriminés actuellement sont la consommation excessive d’aliments énergétiques associée a

une diminution des dépenses énergétiques.

1.5.1. Facteur géneétique :

Les progrés combinés de la génétique quantitative, de la génomique et de la bio-informatique
ont permis de comprendre les bases génétiques et les bases moléculaires de I’obésité. Le
risque d’obésité est de 2 a 8 fois plus élevé chez les individus avec antécédents familiaux et ce
risque varie en fonction de la sévérité et de la classe de I’obésité. Le risque familial est en
partie dus a des facteurs génétiques qui représenterait de 5 a 40% des différences
interindividuelles pour le surpoids ou I’excés de la masse grasse, et de 40 a 55% des
différences interindividuelles pour les formes d’obésité tenant compte de la distribution du

tissu adipeux (obésité abdominale sous-cutanée ou viscérale) (23).

Un tres grand nombre de geénes et loci potentiellement associés a 1’obésité ont été identifiés. 8

geénes sont connus comme étant a 1’origine d’obésité mono-génique, chez les souris ob/ob, une
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mutation responsable de I’absence d’une hormone, la leptine dont le réle principal est de
limiter la prise alimentaire, est associée a une trés forte obésité (24). Le récepteur de cette
hormone est aussi impliqué, notamment chez les souris de type db/db ou bien encore chez le
rat fa/fa, qui il y a une absence de synthese du récepteur associée encore une fois a une obeésité
(25). Les génes en cause sont sans doute des génes qui interagissent avec 1’environnement
pour mener au développement de 1’obésité chez des personnes a risque (26). D’autre part, il
existe d’autres polymorphismes plus fréquents associés a I’obésité, comme ceux du gene
PCSK1 (Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 1), codant pour une enzyme impliquée
dans la biosynthése de I’insuline ou bien le clivage de la pro-opiomélanocortine (27) ou
encore MC4R, le récepteur de type 4 aux mélano-cortines, impliqué dans le contrdle
hypothalamique de la prise alimentaire. On dénombre & ce jour une centaine de mutations
identifiees chez des enfants et des adultes obéses (28). Certaines de ces mutations peuvent étre

correlées avec plus de 4% des cas d’obésité étudiés.

D’autres polymorphismes, corrélés a ’obésité, et dans le cas du géne FTO (FaT mass and
Obesity associated), corrélés également au diabéte de type 2, ont été mis en évidence (29).
Ainsi, compte tenu de la rareté des cas, I’obésité mono-génique ne permet pas d’expliquer
I’épidémie d’obésité. En effet, les mutations sont a I’origine d’une utilisation optimisée des
lipides alimentaires et donc, en période de famine, présentent un avantage certain. Seulement,
pendant des périodes de pléthore, comme celle que nous connaissons actuellement, ces

mutations, qui favorisent le stockage des lipides, présentent surtout des inconvénients (29).

1.5.2. Facteur environnementaux :
Il excite plusieurs dans notre société (13), on distingue ;

e L’environnement nutritionnel, la variété, la haute palatabilité, la richesse en graisses et
la disponibilité des aliments.

e L’environnement social, souvent stressant, avec 1’existence d’une discrimination « anti
gros » favorisée par 1’idéal de minceur véhiculé par les médias.

e L’environnement familial dans lequel s’établissent des conditionnements, des

habitudes alimentaires et la plupart du temps un désir de ressemblance.
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e L’environnement économique et professionnel avec 1’augmentation non négligeable
de la sédentarité des populations (diminution des dépenses énergétiques), secondaire a

I’industrialisation, le chauffage et la mécanisation.

1.5.3. Facteur comportementaux :

Une mauvaise alimentation peut mener au surpoids ou a I’obésité. C’est la premiére cause
d’obésité. Les mauvaises habitudes alimentaires les plus néfastes sont une alimentation trop
riche en gras, trop sucrée, trop salée et surtout en trop grande quantité, et aussi une
alimentation « anarchique », pendant et en dehors des repas. Un régime trop strict qui crée un
manque et, plus généralement, un régime inadapté peut également conduire a une prise de
poids supérieure a la perte enregistrée (23). La sédentarité, lie a une alimentation peu
équilibrée, est une cause d’obésité. En effet, si une personne consomme plus de calories
qu’elle n’en dépense, son organisme stockera le surplus, ce qui augmentera sa masse
graisseuse. La société a évolué et les périodes sédentaires sont nombreuses. La télévision,

I’ordinateur, et les consoles de jeux ont participé a son augmentation et donc a I’obésité.

1.5.4. Des causes épigénétiques : ’empreinte métabolique :

C’est une ¢tude des changements héritables de 1’expression génique indépendants de
I’altération de la séquence nucléotidique de ’ADN. A cause de leur réversibilité, ces
changements sont sous modifications de I’environnement. Parmi les modifications
épigénétiques les plus étudiées sont la méthylation de I’ADN et les modifications des histones
(acétylation, méthylation, phosphorylation...) (30). Aussi, des états nutritionnels particuliers
(régimes hyper lipidiques, carences protéiques...) pendant la période prénatale, qui va
entrainer des modifications épigénétiques conduisant aux troubles métaboliques a 1’age

adulte, comme le diabéte de type 2 ou encore 1’obésité.

Le modéle des souris yellow agouti a permis de démontrer que les modifications
épigenetiques pouvaient étre transmises a la génération suivante d’une maniére plus ou moins
exprimeée, de plus le régime alimentaire de la mere influence le niveau de méthylation de
I’ADN de la progéniture (31). Donc Il existe une réversibilité de ce phénomeéne. Ainsi, il
apparait important de développer les études de I’'impact de 1’épigénétique sur 1’obésité chez

I‘Homme.
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1.6. Les conséquences :

L’obésité est a l'origine de nombreuses maladies métaboliques associées, telles que
I’hypertension artérielle, des dyslipidémies, certains cancers ou bien et une hyperglycémie a
jeun, prédisposant I’individu atteint au développement d’un diabéte de type 2 ou a des
complications cardio-vasculaires. Une production perturbée d’adipokines est la principale
origine de ces pathologies, par exemple une surproduction de leptine associée a une
diminution de la sécrétion d’adiponectine sont responsables de I’apparition d’un diabéte de
type 2, la survenue d’une hypertension est résulté de I’augmentation de la production
d’angiotensinogéne, et une augmentation de la concentration en cestrogéne pourrait étre a

’origine de certains cancers (30).

Le syndrome métabolique est le cas le plus extréme d’association de symptomes liés a
I’obésité (31). Il apparait que ’augmentation du tour de taille (marqueur d’une augmentation
des graisses abdominales) est un facteur de risque de maladie métabolique plus important que
I’exces de masse grasse en générale, et par conséquent de ’augmentation de I'IMC. Selon le
National Cholestérol Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP IlI, 2001)
(32), un patient qui remplit 3 critéres sur les 5 décrits peut-étre diagnostiqué comme atteint du
syndrome métabolique. Le tour de taille élevé (supérieur a 94 cm pour les hommes et a 80 cm
pour les femmes) devient un critére indispensable auquel 2 des 4 autres criteres décrits
doivent étre remplis pour diagnostiquer un syndrome métabolique d’aprés L’international

Diabetes Féderation (IDF) en 2005.

L’¢épidémie d’obésité est responsable d’une augmentation constante des cas diagnostiqués de
syndrome métabolique, qui devient une priorité des organismes de santé a travers le monde.
En France, font état d’une prévalence du syndrome métabolique chez 17.9% des femmes et
23.5% des hommes agés de 35 a 65 ans selon les résultats de I’étude MONICA menée par
I’OMS. Les différentes pathologies résultantes lors de I’obésité, sont résumées dans la figure
03.
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Figure 03 : Complications pour la santé liée a I’obésité.

2. Apercue de systéeme qustatif :

2.1. Introduction du gout :

La gustation est commune a tous les vertébrés. Dans la premiere phase de la prise
alimentaire, la nourriture est mélangé avec la salive sécrétée par les voies sous-
mandibulaire, sublinguale et parotide glandes salivaires, un processus appelé mastication.
La salive aide a diffuser les molécules appétissantes vers les récepteurs du godt, situés sur
les différentes structures de la cavité buccale, et du tiers supérieur de I'cesophage (33).

La détection des molécules sapides est assurée par trois sortes de papilles gustatives au
niveau lingual (foliées-formes, fongiformes, et caliciformes) (Fig 04), ces papilles équipant
par des bourgeons de gouts, sont constitués de quelques dizaines des cellules dont la partie
apicale de certaines d’entre elles, présentent essentiellement dans 1’épithélium lingual, en
contact avec la salive, et contient des senseurs (récepteurs ou canaux ioniques).

Les récepteurs de gout ou les cellules réceptrices du godt ont été identifiés dans toute la
cavité buccale (34). La majorité des papilles gustatives sont situées dans les papilles
circonviens, tandis que les papilles fongiformes et foliées comprennent chacune presque un

nombre égal des papilles gustatives (35).
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En revanche, les papilles fongiformes sont nombreuses, mais elles sont dépourvues de
papilles gustatives. Cependant, le nombre et la configuration des types des papilles
gustatives varient selon les mammiferes. Chez I'nomme, les papilles caliciformes sont
présentes dans la partie Centro-postérieure de la langue et forment le « V » inversé, tandis
que les papilles fongiformes et les papilles filiformes, sont présentes sur la surface apicale.
Chez les rongeurs, il existe une seule ligne en position centrale des papilles caliciformes,
papilles foliées, situées bilatéralement et disposées antérieurement des papilles fongiformes.
Il est noté que chez les rongeurs, chaque papille fongiforme contient un seul bourgeon
gustatif tandis que les papilles caliciformes et foliées contiennent des centaines de
bourgeons de godts. Il y a environ 50 a 100 cellules gustatives dans chaque papille

gustative, entourées par des cellules de soutien (36).

‘apille
aliciforme

Papille

Yapille

Hiforme

‘apille
ungiforme

Langue Bourgeons du goit

Figure 04 : la structure des papilles gustatives sur la langue.

2.2. Les cellules gustatives :

Sur la base des données morphologiques, trois différents types des cellules gustatives ont
été identifiés (37).

2.2.1. Les cellules de type | :

Les cellules de type | sont situées a la périphérie et servent de cellules de maintien, et elles
sont le plus nombreuses au sein des bourgeons de gout, leurs nombreuses microvillosités
peuvent affleurer dans la cavité buccale. Elles sont nommées aussi « cellules sombres » par

ce qu’elles présentent des granules denses caracteristiques. Elles sont qualifiées de glial-
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like cells car leurs fonctions sont similaires a celles des cellules gliales du systeme nerveux
central. En effet elles expriment les transporteurs de la NTPDase2 (nucléoside triphosphate
diphosphohydrolase 2), (38), ainsi que le glutamate GLAST (glutamate-aspartate
transporteur), (39), qui hydrolyse I’ATP provenant des cellules voisines. Elles peuvent étre
considérées comme des neurotransmetteurs dans les bourgeons du godt (40). Aussi, comme
les cellules gliales, son role, serait de moduler la transmission synaptique et de limiter la
propagation des neurotransmetteurs dans les bourgeons du godt (41).

Ces cellules expriment également le canal potassique médullaire externe rénal (ROMK),
qui est impliqué dans le maintien de I'noméostasie du potassium (K+) (39, 42).

2.2.2. Les cellules de type 11 (TRCs)

Ces cellules ont un noyau central large et arrondi avec une morphologie fusiforme. Les
microvillosités de ces cellules ne sont pas plus longues que les cellules de type I, mais des
courtes microvillosités uniformes (43). Ils ont la capacité d’exprimer plusieurs molécules
gustatives impliquees dans la transduction des godts liés aux stimuli du sucré, de I'amer et
de l'umami a travers entre autres aux récepteurs appelés T1R (récepteurs du goQt de type 1)
et T2R (récepteurs du golt de type 2) (44, 45). En effet ces cellules expriment des
marqueurs de la transduction des signaux gustatifs, 1’a-gustducine (46), le récepteur de
I’inositol-triphosphate (IP3R), et la phospholipase CB2 (47).

2.2.3. Les cellules gustatives de type 111

Les cellules de type Ill ont une forme élancée, et possédent une microvillosité solitaire qui
dépasse a travers le port gustatif. La microvillosité unique forme une synapse avec le nerf
gustatif (43, 48). Elles sont connues sous le nom de cellules pr-synaptiques qui sont
impliguées dans la perception des molécules gustatives liés aux composés acides (49). Elles
expriment aussi la protéine de la membrane synaptique SNAP25 (protéine associée
synaptique, 25 kDa) (46, 48) et la molécule d'adhésion neuro-cellulaire, NCAM, un ion de
type maladie poly-kystique des reins. Canal (PKD2L1), anhydrase carbonique 4 (Car4),
décarboxylase d'acide L’amino aromatique (AADC), et la sérotonine (50, 51). La présence
des connexions synaptiques dans les cellules de type Il suggére leur implication dans la
transmission des informations gustatives aux centres nerveux afférents (52). Cependant, ces
les synapses ne sont pas les structures synaptiques classiques. Les bourgeons du godt de la

papille caliciforme ont une immuno réactivité avec un neurotransmetteur, la sérotonine
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(53).

2.3. La communication intracellulaire :

Les trois types cellulaires I, Il et 111 seraient respectivement des cellules présynaptiques, des
cellules gliales, et des récepteurs (46). Les cellules de type Il et Il expriment des
marqueurs communs comme la synaptobrevine-2

(54), I’'ubiquitine carboxyle terminale hydrolase (PGP 9.5). (55).

Il existerait une communication entre les types cellulaires II et III, du fait qu’elles

expriment les mémes marqueurs (fig 05).

La communication de cellule a cellule est interprétée difféeremment. lls facilitent la
transmission d’informations vers le systéme nerveux centrale (CNS). En 2007, Roper a
déclaré que lorsque le récepteur des cellules de type Il sont stimulées, elles libérent de
'ATP. L'ATP liberé stimule les fibres nerveuses afférentes, a travers les cellules
présynaptiques de type Ill. En retour, ces fibres favorisent la libération de sérotonine (5-
HT). Les sites post-synaptiques 5-HT pourraient inclure d'autres cellules pour l'activation

de la paracrine.

Taste stimulus \

Receptor Presynaptic
(Type 1) cell (Type ) cell
\
SHT \ S5HT
P S \oxh
}/\TP ‘
A
SHT? e Synapse (SHT?)
?

Sensory afferent s
fiber

Figure 05 : la communication cellule a cellule
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2.4. Modalité de gout :

Il existe principalement cinq modalités gustatives de base ; le sel, le sucré, I’acide, I'amer,
et 'umami, mais au cours de derniére décennie, de vastes recherches physiologiques et
chimiques ont révelé qu'il existe une 6éme modalité gustative appelée godt du gras.

Chaque go(t a une fonction spécifique comme le sel renseigne sur l'incidence des sels de
sodium. Le sodium est nécessaire au maintien de la régulation osmotique de 1’organisme.
Le godits umami et sucré sont percus avec des sensations agréables qui informent le corps
sur le contenu énergétique, tandis que les sensations acides et le go(t amer sont de nature

aversive et informent l'organisme sur les molécules nocives et toxiques (56).

2.4.1. Le gout sale :

Le maintien des ions est crucial pour le bon fonctionnement de I’organisme. Le potentiel
d'action et la contraction des muscles nécessitent une concentration ionique stable dans
I’environnement cellulaire ; cependant, la consommation élevée de sel peut étre
problématique pour les activités cellulaires du corps. La perception du sel a une réaction a
la fois aversive et agréable en fonction de sa concentration. La concentration de 100 mM ou
moins reflete une réaction agréable alors qu'une concentration plus élevée est toujours
aversive (57). D’aprés I’OMS en 2006, une consommation élevée de sels (6 g/jour) entraine
une hypertension accidentelle, un cancer gastrique et plusieurs autres complications de
santé (58). Donc, le godt salé fait référence a la sensation du sodium, mais certains autres
cations comme le potassium et le lithium possedent également un sens salé, mais d’une
intensité plutét inférieure a celle du sodium (48, 57). Les canaux sodiques épithéliaux
(ENaC) facilitent la détection du godt salé (58). Ces canaux possédent 3 sous-unités
nommeées (o, B et y) (59), la détection essentielle du sodium est jouée par la sous-unité a
(51).

2.4.2. Le gout sucré :

La douceur indique la teneur en glucides des aliments. Le gofit sucré est la source d’énergie
ultime (60). Les cellules réceptrices du golt de type Il sont le principal détecteur des
molécules sucrées. La perception du golt sucré est médiée par les hétéro-dimeéres
T1R2/T1R3 (fig 07), (61).

34



2.4.3. Le gout acide :

Il y’a des cellules réceptrices spécifiques des canaux ioniques membranaires qui permettent
aux ions hydrogéne H+ d'entrer directement a I’intérieur de la cellule (48). Les facilitateurs
de la détection de I’ion H+ sont les canaux potentiels de récepteurs transitoires (PKD2L1 et
PKD1L3), les canaux cycliques actives par I'hyperpolarisation (HCN), et les canaux
ioniques sensibles aux acides (ASIC) (62).

2.4.4. Le gout umami :

Umami ca veut dire délicieux en japonais, c'est le golt du glutamate découvert par un
scientifique japonais (Kikunae Ikeda) dans les années 1990. Le golt Umami représente la
teneur en protéines des aliments. Ce golt est détecté par les récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR) T1R1/T1R3 (fig 07) (63).

2.4.5. Le gout amer :

Le godt amer évite la consommation des produits chimiques toxiques et nocifs et évoque
les reéactions les réactions aversives (56). Plusieurs produits chimiques comme les
polyphénols, I’extrait de I'huile d'olive est connu pour leurs propriétés avantageuses pour
les activités cellulaires (64). La perception du golt amer détecté par une famille de GPCR
appelés T2R (fig 07). Ces récepteurs sont au nombre de 25 a 30 et peuvent former plusieurs
combinaisons d'hétéro-dimeres pour détecter le grand nombre de molécules améeres (65).
Ces récepteurs sont activés par certains métabolites toxiques des plantes et des composés

toxiques synthétiques (66).

3. Perception orosensorielles des lipides alimentaires :

Chez le mammiféere, La composition chimique des aliments joue un réle important dans
le choix alimentaire. Elle est per¢ue grace a I’intégration précoces d’origine olfactive,
somesthésie (température, texture) et gustative commencée dées la mise en bouche ses
aliments et de signaux neuroendocrines et plus tardifs métaboliques. Ces informations
convergent vers des zones spécifiques du systéme nerveux central pour y étre intégré,
ainsi des réponses comportementales stéréotypées (préférence, satiété, aversion,
rassasiement). Donc le mammifére choisit préférentiellement ses aliments en fonction de
leurs caractéristiques physico-chimiques, nutritionnelles et hédoniques (palatabilité,

digestibilité, composition des nutriments, efficacité métabolique, absence de toxiques)
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(67).

La préférence pour les lipides est un phénomene commun & différentes especes du régne
animal. Des données suggérent que la gustation chez ’Homme, et les rongeurs (rat,
souris) présentent une préférence spontanée pour les lipides alimentaires. |l excite des
études ont établi que les sujets obéses auraient une préférence accrue pour les graisses
alimentaires par rapport aux personnes minces (67). Ces travaux suggerent qu’il y a une
différence de sensibilité dans la perception des lipides alimentaires pourrait contribuer a
’apparition de ces troubles.

Différentes méthodes sont employées pour mesurer la détection orosensorielle des lipides
chez la souris. Le Tableau 02, regroupe la principale méthode qui est utilisée pour étudier

le comportement alimentaire chez les animaux de laboratoire dans cette these.

Tableau 02 : Test de comportement le plus couramment utilisé pour les mesures de

détection orosensorielle des lipides chez la souris (70).

Mesure de | Court-terme: Exclusion postingestif | Restriction hydrique+ mise
Test de |12 lickometre, 2 | Mesure performante a jeun
double préférence biberons Apprentissage
choix pour une Stress

solution par

rapport  a Longue-terme: Facile et rapide a | Réponse globale.

une autre cage mettre en place Précision de la mesure

conventionnelle, | | imitation de stress moins sensible.

2 biberons Nécessité apport hydrique

pendant le test

3.1. Classification des lipides :

En 1995 Hennen, a classé les lipides en 6 types principaux, tel que ; les triglycérides, les
acides gras, les phospholipides, Terpénoides, lipides Sphingo et stérols. Parmi eux six
types de lipides, les acides gras, les phospholipides, et les triglycérides sont la premiere
importance. Les phospholipides et les triglycérides nécessitent le groupe carboxyle

fonctionnel qui assure la liaison ester entre 1’acide gras et le groupe hydroxy du glycérol.

36




3.1.1. Les acides gras :
Les acides gras sont une longue chaine d’hydrocarbures avec un groupement
carboxylique a une extrémité. Ces acides carboxyliques sont soit hydrophobes, soit

aliphatiques (chaine ouverte, non aromatiques) (48).

3.1.2. Les acides gras saturés et insaturés

Les acides gras sont en outre classés en AGS (I’acide stéarique et I’acide 1’aurique),
AGMI (acide oléique) et AGPI (acide linoléique), en fonction du nombre de liaisons
simples et doubles dans la longue chaine hydrocarbonée (fig 06). L'acide gras contient
une ou plusieurs doubles liaisons dans leur chaine hydrocarbonée qui les rend insaturés
(71).

Des recherches antérieures suggerent que la voie de chimio-réception commence avec les
AG déclenchant le récepteur ou le canal ionique, qui vont activer une cascade de
signalisation complexe avec une augmentation du taux de calcium cytoplasmique
conduisant a la dépolarisation de la cellule réceptrice. Puisque cette réaction implique la
production de I'IP3 (71,72), le systeme de transduction ressemble a celui du sucré, de

I'amer et de 'umami (73).

Omega-6 pathway Omega-3 pathway

Linoleic acid (LA) Alpha-Linolenic acid (ALA)

C18:2 Cl18:3
Gamma-Linolenic acid Stearidonic acid
C18:3 Cl18:4
Dihomo-y-Linolenic acid
(DGLA)
C20:3
>

Eicosatetraenoic acid
C20:4

Arachidonic acid (AA) Eicosapentaenoic acid (EPA)
C20:4 C20:5
Y 2longase
Adl;l_:':.:“d Docosapentaenoic acid

C22:5

| elongase, f-oxidation |

Docosahexaenoic acid (DHA)
C22:6

Figure 06 : les deux grandes familles d’acides gras polyinsaturés alimentaires. Les n-6 et
les n-3 ont pour précurseurs respectifs 1’acide linolé¢ique et 1’acide a- linolénique. Deux
types d’enzymes interviennent dans la synthése, 1’élongation et la désaturase. Adapté de

www.clinsci.org.
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3.2. Majeurs sources des lipides :

Les lipides alimentaires sont d’origine soit animale, comprend le lait écrémé, le poisson
et la viande. Soit végétale tel que les graines oléagineuses, certains fruits comme
I’avocat, les huiles de noix, de mais, et de tournesol contiennent 50 a 70 % d'acide
linoléique. Aussi le soja et le colza sont une riche source d’acide a-linolénique, un acide
gras de la famille de ®-3. Les produits industriels comme les gateaux, les pizzas,
confiseries, hamburgers, patisseries, plats préparés en sont généralement riche en lipides
(48, 74).

Tableau 03 : Teneurs en acides linoléique et ’acide linolénique (mg/100), des principales
graisses animales et des huiles végétales.

Sources alimentaires Acides gras essentiels (mg/100g)
acides linoléique acide o- linolénique

(n-6) (n-3)

Huiles végétales:

Colza 90

Arachide 20- 29 Traces

Mais 55

Noix 69- 78 3-13

Olive 7 Traces

Tournesol 55-65 Traces

Soja 50-60 6-10

Graisses animales:

Poisson Contient des dérivés
Boeuf 2 0.5
Beurre 3-5

Lait 4-8

Qie 6.5
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Tableau 04 : La proportion (g/100 g) en DHA (22 :6 n-3) ET EPA (22 :5 n-3), de certains
aliments marine, (75).

Sources alimentaires EPA (20:5 n-3) DHA (22:6 n-3)
Maquereau 0.9 1.6

Huile de foie de morue 9.0 9.5
Saumon 0.3 0.9
Hareng 0.7 0.9
Crabe 0.2 0.1
Huitre 0.3 0.2
Crevettes 0.3 0.2

3.3. Transduction de gout du gras :

Les cing modalités du godt (sucré, salé, acide, umami, et amer) permettent de percevoir
les nutriments comme agréables et les toxines comme désagréables (76).

Les saveurs sucrée et umami sont détectées par une famille des récepteurs couplés aux
proteines G (GPCR) T1R1, T1R2 et T1R3, tandis que le golt amer est détecte par le
récepteur T2R de la famille de GPCR qui permettent de discriminer de nombreux
composes amers et potentiellement toxiques (Fig 07A) (77). Une fois les récepteurs T1R
T2R sont activés déclenchent une cascade de réactions (Fig 07B). Ces voies de
signalisation engendrent une augmentation des niveaux du calcium (Ca2*) cytoplasmique
et le taux d'inositol triphosphates (IP3), ce qui va induit I'ouverture du canal potentiel du
récepteur transitoire lié a la mélastatine type 5 (TRPM5) et ensuite, la dépolarisation des

TRC (Fig 10B) qui aboutit a un potentiel d’action dans la cellule.

Donc, le neurotransmetteur adénosine triphosphate (ATP) est sécrété dans l'espace
extracellulaire via les canaux CALHM1 (Calcium homeostasis modulator 1), qui va
entrainer I’activation des cellules réceptrices (78). L’ATP alors stimule directement les
fibres nerveuses afférentes. Et il stimule aussi les cellules pré-synaptiques adjacentes, qui
libérent la norépinephrine (NE), les neurotransmetteurs, et la sérotonine (5-

hydroxytryptamine, 5-HT) par exocytose synaptique (79).

Le go(t acide implique les canaux ioniques PKD2L1 et PKD1L3 permettant I’entrer des
protons dans la cellule réceptrice de type Ill, et permettent ainsi la fermeture des canaux
potassiques, et apres une dépolarisation suivi le relargage de neurotransmetteurs (80).

Concernant le go(t salé, le principal stimulus (Na*) passe directement dans la cellule et
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travers les canaux sodiques épithéliaux (ENaC), exprimés par les cellules de type I, ce
qui conduise a la dépolarisation des cellules réceptrices (48, 74).

En fin, les signaux gustatifs sont transmis par les fibres des nerfs gustatifs jusqu'au
systeme nerveux central (SNC), qui forme le sens du godt et informe I'acceptation ou le
rejet des aliments (81, 82).

Des anciennes études ont considérés que seules la texture et I’olfaction étaient
impliquées dans la préférence spontanée pour les lipides chez le mammifére. Maintenant,
des recherches récentes réalisées chez le rongeur montrent que le godt jouerait un role
important dans ce comportement, ouvrant aussi la perspective de I’existence d’un
systéeme de récepteur pour les lipides alimentaires (sixiéme modalité du gout) (68). De
plus, des études plus nombreuses suggérent I'existence d'un composant chimio-sensoriel
pour le godt du gras lorsque les caractéristiques orosensorielles (la texture et 1’olfaction)
sont masquées (68, 83). On peut dire que l'information chimique est combinée avec les
signaux texturaux pour former une perception sensorielle compléte des lipides
alimentaires. Mais pour qu’un gotit contienne un composant gras, les lipides doivent étre
solubles dans la salive, cependant les triglycerides (forme prédominante des lipides
alimentaires) sont généralement insolubles dans la salive. Les lipides sont similaires aux
glucides ou aux proteines car ils se dégradent en sucre simple et en acides aminés. Des
études chez les rongeurs montrent que les AGL sont libérés du squelette glycérol des
triglycérides dans la cavité buccale par la réaction de la lipase linguale secrétée par la
glande de von Ebner (84, 85). Cette derniére a été démontrée avec une activité beaucoup

plus faible que celle des rongeurs chez les humains (86).
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Récepteurs et transduction gustative chez la souris
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Figure 07 : présentation schématique des récepteurs métabolique et la voie de
transduction gustative. (87). Recepteurs transmembranaires des go(ts ; amer, sucré et
umami chez la souris (A). Transduction des godts ; amer, sucre et umami (B).

ATP : adenosine triphosphate ; CALHM1 : modulateur de I'homéostasie du calcium ;
DAG : diacyl-glycérol ; Ga et GBy : protéines G, sous-unités o (notamment o-
gustducine), B et vy ; IP3 : inositol-triphosphate ; IP3R3 : récepteur a I’inositol-

triphosphate de type 3 ; PIP2 : phosphoinositol-4,5 di-phosphate ; PLCp2
phospholipase C 2 ; TRPMD5 : canal cationique potentiel de récepteur transitoire lié a la

mélastatine type 5.

Par conclusion, 1’augmentation du Ca?* intracellulaire ([Ca?*]i) constitue un événement

clé de la signalisation déclenchée suite a la liaison d’une molécule sapide avec son

récepteur spécifique.

3.4. Détection des acides gras :

Une faible corrélation entre les différents seuils d’AGL montre une des deux hypotheéses :
soit, la présence de voies de transduction multiples utilisant différents récepteurs, comme
dans la modalité du goQt amer qui détecté par une famille de récepteurs gustatifs (T2Rs)

(41, 69), ou peut refléter des affinités variables pour les différents AG au méme récepteur

que celui de la modalité du goQt sucré, (fig 07).
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Des recherches antérieures montrent que la voie de chimio-réception commence avec les
AG déclenchant le récepteur ou le canal ionique, qui vont activer une cascade de
signalisation complexe avec une augmentation du taux de calcium cytoplasmique
conduisant a la dépolarisation de la cellule réceptrice. Puisque cette réaction implique
aussi la production de I’'TP3, le systeme de transduction ressemble & celui du sucré, de

I'amer et de 'umami (71, 73).

3.5. Les récepteurs impliqués dans la signalisation des cellules gustatives :
351 LeCD36:

Le CD36 (cluster de différentiation 36), également reconnu comme un transporteur
d’AG, il est un candidat plausible en tant que capteur orosensoriel des lipides.

La séquence dacides aminés de CD36, est sous la forme d'une glycoprotéine
transmembranaire avec la structure de poche extracellulaire entre les queues
cytoplasmiques amine et carboxyle terminales (Fig 08) (48, 88) permettant la
transduction du signal externe dans la cellule (75). 1l a une affinité nanométrique avec
une gamme de ligands a base de lipides, tels que les AGLC et les lipoprotéines (89).

Le CD36 a été detecté dans les papilles caliciformes et les papilles foliees humaines (71,
90). D’autre part, l'inactivation du géne CD36 abolit la préférence pour les AGLC chez

le rat sans affecter la sensibilité au go(t de sucre ou de I’amer (71).

FA

\\_ Glycosylation
. site

1\

§
e (RTANN (-~
I =

FA
/ Intraceliular

comparnment

P ——
—

\'b

\

Figure 08 : la structure membranaire de CD36 (91).
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3.5.2. Le GPR120 et Le GPR40 :

Etant donné que le goGt amer, le godt sucré et le go(t umami détectent par des GPCR,
tels que T1R et T2R, il est raisonnable de supposer que les GPCR également jouer un
role dans la détection des AG. Le récepteur GPR120 (G-protein-coupled receptor 120), et
le récepteur GPR40 (G-protein-coupled receptor 40), pourraient étre des récepteurs des
AG, comme il indique dans le test de mobilisation du calcium in vitro, qu'ils répondent
aux AG insaturés a moyenne et longue chaines (92). Les études sur les knockouts des
génes GPR120 et GPR40 des souris montrent une diminution de la préférence pour
certains AG tels que l'acide linoléique et I'acide oléique (71, 93). Le GPR120 situe dans
le tissu gustatif de souris et s’exprime dans les cellules du récepteur de type Il des
papilles caliciformes, foliées, et fongiformes. Le GPR120 agit comme un récepteur pour
les AG dans la cavité buccale, il intervient dans la transduction de la signalisation
gustative au SNC via les nerfs gustatifs afférents. Selon l'analyse de I'expression,
TARNmM de GPR120 est présent dans les papilles caliciformes, fongiformes et les

épithéliums non gustatifs humains.

Le GPR40 se trouve dans les cellules de type | dans les papilles foliees et fongiformes
des souris (93). Le GPR40 élargit les types de stimuli lipidiques grace a sa liaison aux
AG a chaine moyenne, courts et AGLC (94).

3.5.3. Canaux DRK :

Les canaux DRK (Delayed-rectifying potassium channels) sont des canaux potassiques
associés a la perception du godt du gras chez les rats, ils sont intégrés dans la membrane
apicale des cellules gustatives linguales, ce qui permet I'écoulement du K+ dans I'espace
extracellulaire (Fig 09). Tandis que, les AGPI bloquent ces canaux (principalement type
Kv1.5), directement ou indirectement, qui conduise a la dépolarisation de la cellule et la
transduction du signal (95). Les canaux DRK sensibles aux AG, se trouvent dans les
papilles fongiformes et dans la partie postérieure de la langue chez la souris, (74).
D’aprés Gilbertson et al en 1998, leur sensibilité aux AG est liée aux niveaux
d'expression des canaux potassiques DRK dans les modeles animaux. L'expression des

canaux DRK dans les papilles gustatives humaines n'a pas encore été établie (73, 95).
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Afferent nerve fibers

Figure 09 : Proposition du signal de transduction des AGL dans les cellules gustatives
humaines (73).

3.6.Signalisation calcique et transformation de ’information gustative :

L’ion de Ca?* est un élément chimique le plus abondant dans le corps humain il existe de 2
% du poids total. Il joue un rdle important dans la contraction musculaire, la coagulation du
sang, le relargage de neurotransmetteurs, et la mobilité du cytosquelette. Les signaux
calciques contrélent une tres grande variété des évenements cellulaires. Le calcium peut
contrbler la croissance et la différenciation des cellules, ou induire I’apoptose. La
concentration intracellulaire des calciums libres est de I’ordre du nano molaire, elle est mille
fois inférieure a celle du milieu extracellulaire. Il y’a deux possibilités d’augmentation du
calcium libre intracellulaire ; la premicre possibilité est qu’il y ait un influx a partir du milieu
extracellulaire via les canaux calciques de la membrane plasmique. La deuxiéme possibilité
est la libération des réserves calciques intracellulaires, constituées par le réticulum
endoplasmique, et activé par 1’IP3. Les réserves sont limitées et doivent étre reconstituées a
partir de DI’environnement externe. Le réapprovisionnement s’effectue par les canaux
capacitatifs calciques (74, 96). Dans la majorité des cellules animales, le signal calcique
déclenche par une mobilisation de calcium des réserves intracellulaires suite a ’activation
des canaux dédiés. Les activités tyrosine-kinase induites lors de I’activation des récepteurs
produisent une phosphorylation des protéines cellulaires, telle que la phospholipase C (PLC)
(97). La PLC hydrolyse la phosphatidyl inositol 4,5diphosphate (PIP2), qui va figurer I'IP3,
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et le diacyl-glycéro (DAG : un activateur naturel de la PKC), (73, 98). LIP3 se fixe sur les
récepteurs I’IP3R situés sur la membrane du réticulum endoplasmique et induit la libération

des réserves calciques intracellulaires (99).

Des études indiquent que les récepteurs du golt et les canaux ioniques peuvent se
coordonner pour réguler la cascade de transduction du signal pour la détection des AG (100,
101). Donc, les AGLC peuvent se lier avec le CD36, suivi par la communication avec GPCR
(tres probablement GPR120) et déclencher la transduction du signal intracellulaire (Fig 09).
Les fonctions de CD36 agissent comme un receveur d’AG qui le transmet a GPR120 qui a
une faible affinité (102).

Les AGLC peuvent aussi bloquer les canaux potassiques DRK via la translocation de CD36
ou directement afin de maintenir l'activation cellulaire (Fig 09). L’activation des cellules
gustatives suite a ’application des AGLC chez la souris contenant du CD36 induit une
augmentation importante du [Ca2*]i. La liaison des AGLC a CD36 activé la phospholipase C
(PLC), ce qui produit I’'TP3. L’action de I'IP3 sur son récepteur (IP3R3) au niveau du

réticulum endoplasmique (RE) déclenche le relargage du calcium (Fig 09), (99).

La détection du [Ca?']i libre, par la molécule d'interaction stromale 1 (STIML1), située sur la
membrane du RE, active les canaux calcique (SOC) de type Orail et Orai3 placés sur la
membrane cellulaire. Ces complexes induisent I'influx du Ca?* grace des canaux SOC et
augmenteé la concentration du [Ca?*]i dans le cytoplasme (73).

En plus, les canaux TRPMS5 s’ouvrent et permettent 1’entrée du Na™, responsable de la
dépolarisation cellulaire (103). L’inhibition des canaux DRK pourrait amplifier cette
dépolarisation, en présence d’AGPI (101).

Les neurotransmetteurs tels que la 5-HT et la NE sont sécrétées dans le milieu
extracellulaire vers les fibres nerveuses gustatives afférentes (Fig 09), apres la dépolarisation
cellulaire, qui va lier le signal et noyau du tractus solitaire, et au tronc cérébral et puis au
tube digestif (68, 72).

La figure 10 résume toute le circuit gustatif, les sécrétions digestives, le comportement

alimentaire, et ses conséquences physiologiques.
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Figure 10 : Circuit gustatif et conséquences physiologiques sur les sécrétions digestives et le

comportement alimentaire. (104).

NTS : noyau du tractus solitaire, VII : corde du tympan, IX : glosso-pharyngien, X : vague,

DVN : noyau dorsal du vague.
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Chapitre 02 :

Les triterpenoides et effet anti-obésitée
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2.1. Introduction :

Avec les polyphénols, les terpénoides sont classés aussi comme des substances secondaires
importantes du métabolisme chez les végétaux. Un terpénoide est un produit naturel
apparenté structurellement dérivé de I'isopréne. Les terpénoides appartiennent a la classe des
isoprénoides. Parmi les terpénes similaires, ils se différencient par le fait qu'ils contiennent
des groupes fonctionnels, alors que les terpénes sont des hydrocarbures purs. Semblables aux
terpénes, les terpénoides peuvent également étre divisés en groupes en fonction du nombre
d'unités isopréne (fig 11), (105). Ces derniéres recherches, les substances chimiques
dérivées des plantes ont éveillée I’intérét des milieux publics et scientifique pour leur rdle
dans la prévention et de la protection contre les maladies et le maintien de la santé. Plusieurs
études suggerent qu'un apport élevé daliments a base des plantes riches en composés poly-
phénoliques est associé a une diminution de l'inflammation. Autres études in vivo et in vitro
montrent que les tri-terpénes penta-cycliques, purifiés a partir des plantes, diminuent
différents facteurs liés au syndrome métabolique (16). Les composés phyto-chimiques de ces
terpenoides pourraient servir des candidats prometteurs pour des essais cliniques pour le
traitement du syndrome métabolique. Ils peuvent étre de puissants agents anti-obésités. Les
terpenoides peuvent également jouer un role modulateur de godt du gras et exercer des effets
bénéfiques lors de 1’obésité chez la souris, comme la Zizyphus lotus (un terpenoide,
appartiennent a la famille de rhamnacées), dont les différentes parties sont utilisé, dans la
médecine traditionnelle d’Algérie, pour ses activités antidiabétiques, analgésique,

hypoglycémie et anti-inflammatoire, exerce des effets immuno-modulateurs (17).

H

H

Figure 11 : la structure chimique des terpenoides (C5HS8).
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2.2. Classification des terpénoides :

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue :
- Hemi-terpénes (C5)

- Les terpénes dits mono-terpenes (C10)

- Les sesquiterpenes (C15)

- Les di-terpénes (C20)

- Les tri-terpénes (C30)

- Les tétra-terpenes (C40)

- Les poly-terpenes (C4000)

Les stéroides rentrent dans le groupe des terpenoides et les caroténoides sont des tétra-
terpenes.

2.3. Le célastrol

2.3.1. Généralité :

Le célastrol est un triterpénoide friedelane naturel (nommé aussi tripterine), isolé de certains
des plantes célastracées telles que Tripterygium Wilfordii (106), et Celastrus orbiculatus
(107), qui poussent en Chine, au Japon, et en Corée. Ces plantes sont utilisées depuis
longtemps en médecine traditionnelle chinoise. 1l s'agit d'un triterpénoide penta-cyclique,
c'est-a-dire I'acide 24, 25, 26-trinoroleana-1, 3, 5, 7-tétraéne-29-oica, portant un substituant
Oxo en position 2, un substituant hydroxy en position 3, et 2 groupes méthyle en positions 9

et 13 (figl2B). Le célastrol est un principe actif de ces plantes (108).

Figure 12 : Fig. 12A : Plante de Tripterygium Wilfordii, Fig. 12B : Structure chimique de
célastrol (C29H3804).
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2.3.2. Taxonomie de Tripterygium Wilfordii :

Le Tripterygium Wilfordii, ou Lei gong teng, est une plante de la famille de Celastracées (fig
12A). C’est une plante grimpante aux feuilles lisses sur le dessus, et duveteuses en dessous.
Elle fleurit en septembre, ces fleurs d’environ 9 mm sont parfumées, elles sont petites et

blanches. Le fruit est brun-rouge d’environ 1,5 cm de long (109).
Royaume : Plantes

Clade : Trachéophytes

Clade : Angiospermes

Clade : Eudicots

Clade : Rosidés

Ordre : Celastrales

Famille : Célastracées

Genre: Tripterygium

Espeéce: T. Wilfordii

2.3.3. Répartition geographique :
T. Wilfordii est originaire des régions humides de I’hémisphére nord, notamment en Chine,
en Corée du Nord et du Sud, au Japon, au Canada et aux Etats-Unis, avec un total de 1219

sites confirmeés dans le monde (fig 13).

region

Canada
China
Japan

North Korea
South Korea
USA

Figure 13 : Répartition géographique de Tripterygium Wilfordii (110).

50



2.3.4. Composition chimique de T. Wilfordii :

Récemment, compte tenu de son utilisation potentielle dans le traitement de nombreuses
maladies rhumatismales et auto-immunes, la plante T. Wilfordii a attiré I’attention de la
communauté médicale conventionnelle. Jus qu’a maintenant, plus de 500 métabolites ont été
identifiés a partir de T. Wilfordii, notamment les sesquiterpénes, les diterpénes, les
triterpenes, les alcaloides, les flavonoides, les ligananes, et les glycosides. Parmi ces
métabolites, des composés notables tels que le célastrol, le triptolide, et le wilforlide

(Tableau 04), qui sont contribués aux diverses activités pharmacologique (110).

Tableau 05 : Compositions chimique de T. Wilfordii

Nom La formule moléculaire propriétés

Célastrol C29H3804 Anti-cancer,
Antioxydant,
Anti-obésité,
Neuroprotectrices

immunosuppressives.

et

Triptodile C20H2406 Anti-inflammatoire,
Immunosuppressives,

Anti-cancer

Wilforlide C30H4603 Anti-inflammatoire,

Immunosuppressives.

Sesquiterpénes C15H1803 Anti-cancer,
Anti-bactéries
Anti-inflammatoire,

Antiparasitaires

antivirales.

et

Diterpene C20H3203 Anti-cancer,
Immuno-modulateure

Antivirale,

51




Anti-dépression.

Triterpénes C47H32017 Anti-inflammatoire,
Glycosides C29H44012 Anti-cancer,
Antivirale,

Cardio-protectrice,
Ani- fibrotique

Immunosuppressives,

métaboliques
Immunosuppressives

Anti-inflammatoire

Alcaloides C23H29N302 Antivirale,
Anti-inflammatoire,

immunosuppressives

2.3.5. Intérét thérapeutique :

L'identification de composés bioactifs dérivés par des plantes médicinales, ont suscité un
intérét considerable ces derniéres années pour leurs effets anti-inflammatoires puissants et
dans certains cas uniques, propriétés anticancéreuses et neuro-protectrices. Un représentant,
un exemple est la plante Tripterygium wilfordii (TW), utilisée dans

La médecine traditionnelle chinoise pour traiter un éventail de troubles immunologiques,
notamment la polyarthrite rhumatoide (PR), avec des résultats prometteurs dans une série
d'essais cliniques (tableau 05) (111). Plus de 46 diterpénoides, 20 triterpénoides, et 21
alcaloides et d'autres petites molécules ont été isolés a partir de T. Wilfordii. Le composé
bioactif le plus abondant et le plus prometteur dérivé de la racine de cette plante est le
célastrol, qui possede un large éventail d’activités biologiques.

L'utilité thérapeutique et les propriétés anti-inflammatoires du Célastrol ont été étudiées dans

plusieurs maladies inflammatoires, y compris PR, spondylarthrite ankylosante, lupus
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érythémateux disséminé (LED), maladie inflammatoire de I'intestin, arthrose (OA), allergie
et inflammation cutanée. La PR est une maladie inflammatoire chronique a médiation
immunitaire caractérise par une polyarthrite et des lésions articulaires. Tous deux
immunisés, les cellules et les cytokines jouent un réle crucial dans la pathogenése de cette
maladie. Les propriétés anti-inflammatoires du célastrol dans cette maladie a jusqu’a présent
a été attribuée a la réglementation de la production de cytokines et de chimiokines, régulé
I’expression des médiateurs inflammatoires, modulé la fonction des cellules inflammatoire,
et la modulation des ostéoclastes et controlé les lésions osseuses. Le célastrol considéré
comme un reméde naturel pour traiter les maladies liées a I'inflammation, présente des effets
antiarthritiques en ciblant les cellules Tregs Th1l7 et en inhibant la signalisation NF-xB, a
suscité un intérét considérable ces derniéres années pour leurs propriétés anticancéreuses, et
neuroprotectrices, une étude montre pour la premiere fois que le Célastrol est un dilatateur
cerébrovasculaire a la fois ex vivo et in vivo.

D’apres I’étude d’Ozcan et all en 2015, le célastrol exerce un effet anti-obésité, sachant qu’il
diminue 45% de poids corporel (112).

Tableau 06 : les essais cliniques sur les principes actifs de Tripterygium Wilfordii Hook F

(113).
Nom Maladies Numéro sponsor Intervention Phase
gouvernemental
es des essais
clinique
Triptery | -IgA -NCT02187900 | -Deuxiéme hopital | - -phase 3
gium Néphropathie Xiangya de TwHF/Mycophenolat
Wilfordi Iuniversité du e mofetil (MMF)
i centre de sud. - Tripterygium -Phase 3
-Rhumatoide -NCT04136262 | - hopital wilfordii
Arthrites Guang'anmen Hook F (TwHF)/
de Chine Methotrexate
Académie de
sciences médical
chinoise.
-virus -NCT01666990 | - hopital 302 - TwHF/Placebo -phase 2
Immunodéfici Beijing Traitement
ence humaine.
-Néphrites, -NCT01646736 | - Union de Pékin, - Tripterygium -Phase 3
Lupus hopital de la wilfordii
Faculté de HookF/Cyclophosph
médecine amide/GC
-Arthrites, - NCT01613079 | - Union de Pékin, - Tripterygium -Phase 3
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rhumatoides

-rhumatoide
Arthrites

-HIV

-maladies
Inflammatoire
de I’intestin, et
maladie de
Crohn

- NCT03337815

- NCT02002286

- NCT02044952

hopital de la
Faculté de
médecine

- hopital
Guang'anmen
de Chine
Académie de
sciences médical
chinoise.

-LI Techaing,
faculté de médecine
de 1’union de pékin

- hopital Zhu
Weiming,
Jinling de Chine

wilfordii
HookF/Methotrexate

- MTX et TWHF
placebo/TwHF et
MTX placebo

- Tripterygium
Wilfordii Hook F
extrac

- Tripterygium
glycosides/Mesalazin
e

-phase 3

-non
applicabl
e

-phase 3
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Conclusion, Hypotheése et objectif du travail

Le but de la présente étude était de trouver de nouvelles molécules a partir d’origine
botanique ou chimique pouvant moduler la perception du golt du gras, chez les rongeurs
et les humains. Ces agents pourraient agir soit comme un « goUt gras » activateurs » ou «
exhausteurs de go(t du gras », mais n'apportent pas ou trés peu de calories. Dans la
poursuite de ces objectifs et aprés I'étude bibliographique, nous a émis I'hypothese que
les triterpenoides sélectionnés d'origine végétale (Célastrol) module la signalisation
cellulaire via le récepteur TGR5, donc pourrait agir comme modulateur du goQt des
graisses.

L’obésité a fait I’objet de nombreuses études sur le plan thérapeutique afin de prévenir et
éviter la survenue de ces complications. Récemment, il a été démontré que I’obésité est
responsable de I’altération de la perception orosensorielle des lipides alimentaires.

C'est dans ce contexte que nous nous sommes interessés a I'étude de célastrol chez les
souris recevant un régime hyper-gras.

Notre travail a pour objectif :

* I’action de célastrol sur la signalisation cellulaire via le récepteur TGRS dans les
papilles gustatives de souris in vitro.

* Le r6le de signale calcique [Ca?*] intracellulaire, et le signal calcique [Ca?']
extracellulaire dans la modulation d’ouverture des canaux calciques.

» L’évaluation in vivo des effets anti-obésité et anti-inflammatoire de célastrol, et son
réle sur la modulation de la perception orosensorielle des lipides alimentaires chez les

souris recevant un régime hyper-gras.
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Deuxieme partie : les contributions personnelles

Avant d'entamer cette partie, je souhaiterai souligner que, au cours de ce travail, I'analyse
statistique des données a été faite a l'aide du logiciel Statistica (version 4.1, Statsoft, Tulsa,
OK, USA). Les données sont présentées en moyenne + SEM. L'importance des différences
entre les valeurs moyennes a été déterminée par analyse de variance, suivie d'un test de
différence significative.

Les protocoles ont été approuvés le 05/08/2021 par le Comité Régional d'Ethique.

Cette these a fait I'objet de 2 publications (voir, annexe) :

1/ Célastrol module la signalisation de calcium des mTBC, et la préférence gustative pour

un acide gras chez les souris.

2/ Célastrol améliore 1’obésité induite par 1’alimentation en modulant la préférence pour les

graisses et I’inflammation chez la souris.
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Materiel et Méthodes
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1. Matériel :

Célastrol a été acheté chez Ficher Scientific (France). Les cellules gustatives de souris
(mTBC) ont été préparées et entretenues comme indiqué ailleurs (114). Les milieux de
culture cellulaire ont été achetés chez Lonza Verviers (Belgique). Fluo-4/AM de Life
Technologies (France). Le milieu RPMI-1640 a été commandé aupres de Dutsher
(France). La trypsine a été achetée chez Gibco (USA). L'inhibiteur PLC U-73122 et
I'inhibiteur TGR5 SBI-115 ont été achetés aupres de MedChemExpress (France). Les
plaques Elisa pour la signalisation du calcium ont été achetées auprés de ClinicScience
(USA). Ces plaques sont spéciales pour la signalisation du calcium car elles ont un fond
en verre pour réduire I'absorption du spectre. Tous les autres produits chimiques ont été
achetés aupres de Merck (France). Des souris males C57B/6J agees de 08 semaines ont
été obtenues auprés de Janvier Elevage (Le Genest-St-Isle, France), et le régime
alimentaire standard auprés de SAFE (Route de Saint Bris, Augy, France). L'huile de
palme a eté achetée auprés de I'Huilerie Vigean (France). Tous les solvants et autres
produits ont été obtenus auprés de Merck (Saint-Quentin-Fallavier, Lyon, France). Les
kits ELISA pour le TNF-o (réf. LS-F12798-1) et I'L-6 (réf. OKBB00190) ont été

achetés aupres de Clinisciences (Nanterre, France).

2. Mesure de la signalisation de calcium :

Les augmentations des concentrations de calcium intracellulaire libre, [Ca2*]i, ont €eté
déterminées comme décrit par Dramane et al. En bref, les mTBC ont été ensemencés
dans des puits Willico-Dish. Les mTBC ont été incubés avec 100 uM de Fluo-4/AM et
RPMI, pendant 45 minutes a 37° avant les expériences dans un tampon de chargement
contenant : 110 mM de NaCl ; 5,5 mM, KCI ; 256 mM, NaHCO3 ; 0,8 mM, MgCI2 ; 0,4
mM, KH2PO4 ; 0,33 mM, Na2HPO4 ; 20 mM, HEPES ; 1,2 mM, CaCl2 ; et le pH a été
ajusté a 7,4. Les concentrations de calcium libre intracellulaire [Ca2*]i ont été mesurees
par I'appareil Synergy HTX, acheté chez Biotex (USA). Il s'agit d'un spectro fluorimétre
qui permet la détection du signal fluorescent émis par une sonde.

Les variations de [Ca2*]i ont été enregistrées en placant la plaque dans l'appareil. Les
enregistrements de changement de fluorescence ont été enregistrés a intervalles Z au fil
du temps et analysés a l'aide du logiciel Gen 5 3.11. Les variations de [Ca2*]i ont été
exprimées sous forme de graphiques, enregistrés aux spectres Aex=485nm et

Aem=528nm. Pour les expériences menées en l'absence de calcium externe (0% Ca?*),
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CaCl2 a été remplacé par 2 uM d'EGTA dans le tampon. Toutes les molécules testées

ont éteé ajoutées en petits volumes sans interruption des enregistrements.

3. Expérimentation en vivo :

3.1.  Animaux et régime :

Des souris males C57B/6J agées de huit semaines ont été obtenues auprés de Janvier
Elevage (Le Gen-est-St-Isle, France). Les directives générales pour le soin et l'utilisation des
animaux de laboratoire, recommandées par le Conseil de la Communauté économique
européenne, ont été respectées. Le protocole expérimental (C21231008EA) a été approuveé le
05/08/2021 par le Comité régional d'éthique de Bourgogne (France). Les souris ont été
hébergées dans un animalerie dans des conditions contrélées a une température (20 °C £ 2) et
une humidité (60 £ 5 %) constantes, avec un cycle lumiére/obscurité de 12 h avec de la
nourriture et de l'eau a volonté. Les souris (n = 15) ont été divisées en deux groupes : groupe
nourri au régime standard (STD) (n = 5) et groupe nourri au HFD (n = 10). L'huile de palme
était le principal composant gras du régime riche en graisses. Les différents régimes et leurs
compositions en acides gras sont présentés dans les tableaux 7 et 8. Les régimes ont été

prépares chaque semaine et conservés a 4 °C jusqu'a utilisation ultérieure.

Tableau 07 : compositions des régimes

Composition (%) STD HFD
Protéines 66.8 40.07
Amidon 16.10 14.6
Lipides 3.10 35.3
Cholestérol - 0.03
Cellulose 3.9 2.7
Vitamine 5 3.4
Minéraux 51 3.9
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Energie (Kcal100g) 359.5 536.65

Energie lipidique (% de I’énergie totale) 8 60

Tableau 08 : compositions en acides gras des régimes.

Acides gras (%) STD HFD
AGS 18.82 45.85
AGMI 26.38 40.02
AGPI 54.8 14.13

AGS : Acides gras saturés ; AGMI : Acides gras mono-insaturés ; AGPI : Acides gras

polyinsaturés.

3.2.  Obésité induit par un régime hyper gras :

Des souris méles C57B/6J ont été soumises a un régime riche en graisses (HFD)
pendant 15 semaines. Apres 11 semaines de HFD, les animaux obéses ont été
divisés en deux groupes : lI'un a continué a recevoir le HFD et le véhicule, tandis que
lautre a recu le méme HFD et du célastrol a 100 pg/kg/jour (112) par voie
intrapéritonéale pendant quatre semaines supplémentaires. Les souris ont été pesées
chaque semaine, et leur apport alimentaire et énergétique a été déterminé
quotidiennement. Aprés 15 semaines, les souris ont é€té mises a jeun pendant la nuit
et sacrifiées par anesthésie a l'isoflurane. Le sérum a été isolé par centrifugation a
partir du sang coagulé, et les échantillons de foie ont été pesés et immédiatement
conservés a —80 °C jusqu'a l'analyse. Les langues ont été immédiatement prélevées

et placées dans une solution de Tyrode pour l'isolement des papilles.
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3.3.  Détermination des parameétres pro-inflammatoires :

Au moment du sacrifice, le sang a été prélevé dans des tubes secs et centrifugé a
200 g x 10 min. Le surnageant/sérum a été conservé a —20 °C jusqu'au dosage des
cytokines (IL-6 et TNF-a). Les kits ELISA ont été utilisés pour quantifier I'IL-6 et
le TNF-a et les dosages ont été effectués conformément au protocole du fabricant,

fourni avec les Kkits.

3.4.  Déterminations du cholestérol et des triglycérides hépatiques :

Les échantillons de foie ont été décongelés et homogénéisés dans 9 mL de solution
de chloroforme : méthanol (2:1). Du méthanol (3 mL) a été ajouté aux homogénats
qui ont été vortexés et centrifuges (3000 g x 15 min). Le surnageant résultant (8,25
mL) a été transfére dans des tubes en verre et a été additionné de 4 mL de
chloroforme et de 2,75 mL de NaCl a 0,73 %, puis centrifugé (3000 g x 3 min). La
phase inférieure, aprés évaporation, a été remise en suspension dans 1 mL de
tampon contenant de l'acide 1,4-pipérazinediéthanesulfonique (28,75 mM), du
chlorure de magnésium (57,76 mM), des acides gras libres - albumine sérique
bovine (8,76 uM) et du dodécyl sulfate de sodium (0,1 %) et les lipides sont
émulsifiés par sonication (115). Les taux de cholestérol total et de triglycérides
(TG) ont été déterminés par des méthodes enzymatiques colorimétriques (DiaSys,

Allemagne).

3.5. Le test de double choix :

Afin d'étudier la préférence pour une solution lipidique, nous avons utilisé un test de
préférence a deux bouteilles, selon une procédure précédemment publiée (71).
Avant le début de l'expérience, les souris ont recu deux bouteilles pendant 24
heures. Elles ont ensuite été soumises a deux bouteilles : l'une contenant 0,1 %
d'acide linoléique dans de la gomme xanthane (GX) (0,3 % p/v) dans de l'eau, et
l'autre contenant un excipient (GX) (0,3 % p/v). La consommation a été déterminée

en pesant les bouteilles aprés 12 heures, soit toute la nuit.
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Photo 01 : Teste de double choix.

3.6. Isolation des papilles gustatives :

Les papilles fongiformes de la langue ont été disséquées au microscope. Les cellules
des papilles gustatives de souris (MTBC) ont été isolées, comme décrit
précédemment (116), par dissociation enzymatique en utilisant le mélange d'élastase
et de dispase, 2 mg/mL chacune dans un tampon Tyrode : 120 mM de NaCl, 5 mM
de KCI, 10 mM d'HEPES, 1 mM de CaCl2, 10 mM de glucose, 1 mM de MgCl2, 10
mM de pyruvate de sodium et pH 7,4. Les mTBC isolées ont été conservées a -80°
C pour l'analyse RT-qPCR.

Photo 02 : isolation des papilles gustatives des souris (71).

3.7.  Détermination de I’expression des ARNm par PCR quantitative en temps réel
(RT-gPCR) :

Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le tableau 9. L'ARN total a été

extrait de cellules hépatiques et gustatives a l'aide de TRizol (Fischer Scientific, llIkirch-
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Graffenstaden, Strasbourg, France), puis traité par DNAse et rétro-transcrit a l'aide d'un kit

de synthese d'’ADNc conformément aux instructions du fabricant. La RT-gPCR a été

réalisée a l'aide du systeme de PCR en temps réel stepOnePlus avec SYBR Green | (Merck,

Saint-Quentin-Fallavier, Lyon, France). L'expression relative des génes a été déterminée

par (ACt) par la méthode comparative 2°CT. La béta-actine a été utilisée comme gene de

menage.

Tableau 09 : séquences des amorces

Gene Primer sequence
Actine
Forward: TGTTACCAACTGGGACGACA
Reverse: CTGGGTCATCTTTTCACGGT
Gustuducine
Forward: ACACATTGCAGTCCATCCTAGC
Reverse: ATCACCATCTTCTAGTGTATTTGCC
CD36 Forward: ATGGGCTGTGATCGGAACTG
Reverse: TTTGCCACGTCATCTGGGTTT
GPR120 Forward: GTGCCGGGACTGGTCATTGTG
Reverse: TTGTTGGGACACTCGGATCTGG
IL-1b Forward: CACAGCAGCACATCAACAAG
Revers: GTGCTCATGTCCTCATCCTG
IL-6 Forward: CCGCTATGAAGTTCCTCTCTGC
Reverse: ATCCTCTGTGAAGTCTCCTCTCC
TNFa Forward: CCCTCACACTCAGATCATCTTCT
Reverse: GCTACGACGTGGGCTACAG
PPAR« Forward: AGAGCCCCATCTGTCCTCTC
Reverse: ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA
SREBP Forward: CCCACCTCAAACCTGGATCT
Reverse: AAGCAGCAAGATGTCCTCCT
FAS Forward: GGCTCTATGGATTACCCAAGC
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ACCI

ACC2

Forward: CGGACCTTTGAAGATTTTGTGAGG
Reverse: GCTTTATTCTGCTGGGTGAACTCTC

Forward: GGAAGCAGGCACACATCAAGA
Reverse: CGGGAGGAGTTCTGGAAGGA

2.8. Analyse statistique des données :

Les résultats sont exprimeés en moyenne = SEM (n = 5). La significativité de la
différence entre les moyennes a été déterminée par analyse de variance (ANOVA),
suivie du test LSD (least-significant-difference) de Tukey. Les différences

significatives ont été considérées comme étant a p < 0,05.
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Résultats et Interprétations
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1. Célastrol induit I'augmentation de la signalisation calcique dans
les cellules gustatives de souris :

Célastrol est un triterpénoide penta-cyclique, c'est-a-dire I'acide 24, 25, 26-trinoroleana-
1,3,5,7-tétraéne-29-oica, portant un substituant Oxo en position 2, un substituant hydroxy en
position 3 et 2 groupes méthyle en position 9 et 13 (figure 14A). Célastrol a induit une
augmentation de [Ca2*]i dans les mTBC , a été marquée par un pic de Ca2*, suivi d'une
diminution en fonction du temps (Figure 14B). L’augmentation de [Ca?*]i induite par le
célastrol est un phénoméne dépendant de la dose avec une EC50 = 1 uM (Figure 14C).
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Figure 14 : Effets du célastrol sur la signalisation de Ca2* dans les cellules gustatives
de souris (mTBC). Les mTBC cultives (40x10* cellules/test) ont été chargés avec Fluo-
4/AM et ont été chargés avec Fluo-4/AM, et les changements de [Ca?"]i étaient surveillé
comme décrit dans Matériels et méthodes. A montre la structure chimique du célastrol.

Les expériences ont été réalisées dans un tampon contenant du Ca?** (B, C). Une réponse
plateau est observé & une concentration de 20 uM par ajout de célastrol au mTBC (C).
Pointes de fléches indiquer I'heure dajout de célastrol sans interruption dans
I'enregistrement. Les traces montrent les images identiques, reproduites

indépendamment (n = 5).
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2. Célastrol mobilise le Ca?** via son action sur le récepteur TGR5,

couplé au PLC :

Il a été demontré que les triterpénoides naturels agissent sur TGR5, qu’est en fait un
récepteur membranaire couplé a la protéine G pour les acides biliaires (117).

Les récepteurs de TGR5 ont été exprimés dans un certain nombre d'organes comme le
foie, l'intestin, le pancréas, tissus adipeux et muscles (118). Notre laboratoire a
démontré que les ARNm de TGR5 sont également exprimés par les cellules des
bourgeons gustatifs de I'homme et de la souris (119). Nous avons proposé cette papille
gustative de TGR5 peut étre la cible de modificateurs de godt tels que la Zizyphine, un
triterpéne qui se lie au TGRS5 lingual (120).

Pour évaluer si le célastrol, étant un terpénoide, agit via le récepteur TGR5, nous avons
utilisé un Antagoniste du TGR5, c'est-a-dire SB-115. Nous avons observé que cet
inhibiteur bloquait de maniére significative les effets induits par le célastrol sur
I’augmentation de [Ca?"]i dans les mTBC (Fig. 15A et D). De plus, nous avons utilisé
un inhibiteur de phospholipase C, U-12273, qui a également diminué de maniere
significative I'action du celastrol sur les augmentations de [Ca?]i dans les mTBC (Fig.

15B, D).
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Figure 15: Effets du célastrol et des agents pharmacologiques sur l'augmentation de

[Caz*]i dans les cellules des bourgeons gustatifs de souris (mTBC). Les changements dans

[Caz*]i sont présentés en réponse au Célastrol apres pré-incubation pendant 15 min avec
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soit SBI-115 (antagoniste TGR5) a 100 uM (A) ou U-73122 (antagoniste PLC) a 10 uM
(B). Les expériences ont également été realisées dans un milieu a 100 % de Ca?* (contenant
du Ca?*) ou a 0 % de Ca?* (sans Caz*) (C). Les pointes de fleches indiquent I'heure d'ajout
de célastrol. D montre la réponse du célastrol dans un milieu a 0 % de Ca2" (sans Ca?"). Les
mTBC ont été pré-incubés ou non avec du SBI-115 (40 pg/ul) ou du U-73122 (10 uM)
pendant 15 min avant de démarrer les enregistrements Ca?" (A,B,D). Les traces montrent
les images identiques, reproduites indépendamment. E montre les valeurs sous forme de
moyenne + SEM (n = 5), dérivées des expériences réalisées en A-C. Le test t bilatéral a été
utilisé pour les calculs statistiques. Les astérisques indiquent le valeurs significatives (p
<0,001) par rapport au Célastrol.

3. Célastrol recrute du Ca?* a partir de pools intra et
extracellulaires suivi de I'ouverture des canaux TRPC3

Nous avons en outre mené des expériences dans un milieu sans Ca2* et observe que l'absence
de Ca?* dans le milieu extracellulaire entrainait une diminution de la réponse du Célastrol
(Fig. 16 C, D), Afin de mieux approfondir la nature du recrutement de Ca2*, nous avons

utilisé la thapsigargine et I'ionomycine.

La thapsigargine (TG), un inhibiteur de la Ca?-ATPase du réticulum sarcoplasmique-
endoplasmique (SERCA), (121) a déclenché une augmentation de [Ca2*]i dans les mTBC.
En mode d'enregistrement continu, nous avons ajouté de la thapsigargine avant ou apres le
célastrol. Nous avons observé que l'ajout de l'un aprés l'autre entrainait une réponse
diminuée, mais non supprimée, de l'agent respectif (Fig. 16A, B, D). De plus, nous avons
utilisé de lionomycine, a 1uM, connu pour ouvrir les canaux calciques, SOC = store-
operated calcium, car ils sont ouverts seulement lorsque le calcium est libéré du réticulum
endoplasmique et sort vers le milieu extracellulaire (122). L'ionomycine a induit une
augmentation de [Ca?']i dans les mTBC (Figure 16D, C). Il est a noter que lI'adjonction de
celastrol apres I'ionomycine a entrainé une diminution de la signalisation de Ca?* induite par
le célastrol dans les mTBC (Fig. 16E, Fig. 17).

68



>
w
9}

o
v 30s O ® %
Ei“ 40 §%40- 30s =§’§40 Mw
N o
5= = =% /
g E g E T g §20 "3 ThaTsi argin
L2 20 T 220 Celastrol, 20 uM £ ! 30 peIeare
g2 g8 clastrol o1 e s |
5= Sz EC ofs
22 o EQ w
Ty - 3 Ty 0
Thapsigargin, 5 uM Thapsigargin, 5 uM Celastrol, 10 uM
D E
o 30s . it o . W
[ = g oo
S5S *° % : t
Sa 2 O
x @ [Shors f Celastrol, 10 yM
T2 20 S8 20 30s
3 o —
u_E'E To r‘
5= EC i
g © w 4
Sw 0- S8 0
w u_g“? T
lonomycin, 1 pM lonomycin, 1 pM

Figurelé : Effets de la thapsigargine (TG), de l'ionomycine et du célastrol sur la
signalisation de Ca?*" dans les cellules gustatives des souris (mTBC). Les changements de
[Ca?"]i ont été surveillés comme sur la figure 1 et décrits dans Matériels et méthodes. Des
augmentations de [Ca?"]i sont indiquées en réponse a TG a 5 uM (A). En B et C, TG (5
M) et célastrol ont été ajoutés I'un aprés l'autre. D montre les changements de [Ca?']i dans
la réponse a l'ionomycine, alors que E montre les changements dans [Ca?']i, induits par
I'ajout de I’ionomycine, suivie de l'ajout de célastrol (E). Les traces montrent les images

identiques, reproduit indépendamment.

Afin d'évaluer I'implication des canaux Ca?*, appelés canaux Ca** (SOC) exploités en

magasin, nous avons utilisé deux inhibiteurs, a savoir le YM-58483 et I'éconazole (Fig. 17).
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Figure 17 : Effets de différents agents sur les augmentations de [Ca?]i dans les mTBC. Les
histogrammes sur la thapsigargine et l'ionomycine représentent les expériences menées
dans la Figure 16. Certaines expériences ont également été menées sur la pré-incubation du
mTBC avec des inhibiteurs des canaux SOC (YM-56483 a 1 uM et Econazole a 30 uM).
Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=5). Le test tt a deux queues a été utilisé
pour les calculs statistiques. Les astérisques indiquent les valeurs significatives (p<0,001)

par rapport au célastrol.

Nous avons observé que les deux inhibiteurs de SOC diminuaient significativement les
augmentations de [Ca?*]i par le célastrol. Nous avons déja montré que les mTBC exprime le
TRPC3, mais pas le TRPCSG, les canaux et I'afflux de SOC dans les mTBC est provoqué par
les canaux de Ca?" composés de Orail/TRPC3 (123). Par consequent, nous utilisés, Pyr3 et
Pyrl10 qui sont les inhibiteurs de TRPC3. Nous avons observé que les deux TRPC3 les
bloqueurs de canaux ont significativement diminué les augmentations de [Ca?']i dans les

cellules des bourgeons gustatifs (Fig 16E, et Fig 18).
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Figure 18 : Implication du canal TRCP3 dans l'augmentation de [Ca*']i induite par le
célastrol dans les cellules des papilles gustatives de souris (MTBC). Dans I'exemple A, les
cellules ont été préincubées avec Pry3 (20 uM) et Pyr 10 (1 uM) pendant 15 min et les
enregistrements de Ca?* ont commencé. B et C, les expériences ont été réalisées dans un

milieu a 0 % de Ca?* (sans Ca?*). Apres l'ajout de TG ou de célastrol, du Sr2+ a été ajouté
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avec ou sans ajout préalable de Pyr3 a 20 uM (fleche hachurée). Les tracés montrent les

mémes images, reproduites indépendamment.

4. Célastrol partage la signalisation de CaZ* induite par un acide
gras alimentaire

Pour déterminer si le célastrol interfere avec la signalisation de Ca2* évoquée par I’acide
linoleique (LA), nous avons ajouté du Célastrol avant et aprés LA dans différentes
configurations expérimentales. LA a induit une augmentation soutenue de [Ca2*]i dans les
mTBC (Fig. 19A). Une réponse additive de Ca?* a été observée lorsque LA a été ajoutée
pendant la réponse de Ca?* soutenue induite par le célastrol (Figure 19B, D). Cependant, les
réponses du célastrol et de l'acide linoléique ont été significativement diminuées lorsqu'ils

ont été ajoutés I'un apres l'autre (Fig. 19C, D).
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Figure 19 : Effets additifs du célastrol et de I'acide linoléique (LA) sur le [Ca2*]i dans les
cellules gustatives des souris. Les changements de [Ca?]i ont été surveillés comme décrit
dans la figure 1 et Matériels et méthodes. Les pointes de fleches indiquent I'heure d'ajout de
célastrol ou de LA sans interruption de l'enregistrement. Les traces montrent les images

identiques, reproduites indépendamment.

5. Célastrol interfere avec la préférence spontanée pour les graisses

Dans un test avec deux flacons, les souris ont montré une préférence spontanée pour une
solution contenante du LA (Figure 20). Cependant, l'ajout de célastrol aux solutions

contenant du LA a augmenté I'apport en acides gras (Figure 20).
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Figure 20 : Les tests de préférence a deux bouteilles. Le test de préférence gustative a été
réalisé chez des souris privées d'eau pendant 6 heures puis placées dans des cages avec
deux flacons : Contréle (0,3% gomme xanthane) et LA a 0,2% ou célastrol 20 uM seul ou
celastrol plus LA a 0,2%. Toutes les solutions pour ces tests ont éte préparees dans du
vehicule gomme xanthane (3%). Les valeurs sont en moyenne = SEM. Le test t bilatéral a

été utilisé pour les calculs statistiques.

6. Effets de célastrol chez les souris obese, nourris par un régime
hyper gras :

6.1.  Célastrol diminue la prise de poids et module la préférence pour les
lipides alimentaires chez les souris nourries avec un régime riche en
lipides :

La Figure 21 montre le gain de poids corporel chez des souris maintenues sous régime HFD
pendant 15 semaines. Les souris maintenues sous HFD ont pris du poids en fonction du
temps (Fig. 21A). Cependant, le poids corporel est resté presque le méme a partir de la 11e
semaine chez les souris nourris avec HFD. Il est intéressant de noter une réduction
significative et progressive du gain de poids corporel aprés 4 semaines de début de

I'administration de Célastrol chez les souris obéses, administrés avec le Célastrol.
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Figure 21 : Effet de Célastrol sur I'obésité induite par I'alimentation et la préférence pour un
acide gras alimentaire. A : Les souris sont soumises au régime hyper-gras (HFD) pendant 15
semaines (n 10). A la 11e semaine de HFD, les souris ont été divisés en deux groupes : l'un
des groupes a continué a étre maintenu sous HFD seul (triangles remplis), tandis que le
second a été nourri avec le méme HFD et a regu du Célastrol (100 ug/kg/jour), par voie
intrapéritonéale pendant 4 semaines supplémentaires (dépassement des valeurs). La fléche
sur la figure montre la 11eme semaine du HFD lorsque les souris ont été divisées en deux
groupes. Le poids corporel a ¢ét¢ mesuré chaque semaine. Les astérisques (x) montrent les
différences significatives entre les deux groupes (p<0,01). B : Un autre groupe de souris (n =
5), soumis a un régime alimentaire standard pendant la méme durée, soit 15 semaines, sert de
groupe témoin (Figures 21B). Apres 15 semaines, les animaux sont privés d'eau pendant 6
heures et un test de préférence a deux biberons est réalise. GX : gomme xanthane ; LA :

acide linoléique.

Afin de comparer l'attirance gustative pour les lipides chez la souris, le test de préférence
sur deux bouteilles a été réalisé en utilisant un acide gras alimentaire a longue chaine
(LCFA), a savoir l'acide linoléique, a 0,1 % (p/v). Les souris nourries au régime standard ont
montré une forte préférence pour une solution contenant des LCFA ; cependant, les souris
nourries avec HFD ont montré une diminution significative de leur préférence pour les
acides gras. Fait intéressant, le traitement avec le célastrol a régulé positivement la
diminution de la préférence pour la graisse chez les souris maintenues sur un HFD (Fig.
21B).
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6.2.  Célastrol module I'expression des ARNm des récepteurs du godt du
gras et des cytokines pro-inflammatoires chez les souris nourries
avec un régime hyper-lipidiques

Afin de déterminer si l'altération de la préférence pour les acides gras chez les souris obéses
est due a une expression altérée des récepteurs du godt des graisses dans I'épithélium de la
langue, nous avons examiné I'expression de 'ARNmM des principaux récepteurs lipidiques
(CD36 et GPR120) ainsi que de la gustducine (GUS), un marqueur des cellules réceptrices
du godt, dans les cellules des papilles gustatives de souris (Figures 22A-C). Nous avons
observé une diminution significative de I'expression des ARNm de CD36 et de GUS dans les
papilles gustatives chez les souris nourries avec un régime riche en lipides (HFD). Les souris
obeses ayant recu du célastrol (HFD+ célastrol), présentaient une expression de 'ARNm de
CD36 et de la gustducine significativement plus élevée que celles nourries avec un régime
riche en lipides (HFD). Cependant, les ARNm de GPR120 n'a pas suivi la méme tendance :
son expression était régulée a la hausse chez les souris obeses, tandis que le célastrol la

limitait également.
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Figure 22 : Effet du Célastrol sur l'expression des ARNm codant pour la gustducine, les
récepteurs du golt des graisses et les cytokines pro-inflammatoires dans les cellules des
papilles gustatives. Apres 15 semaines d'expériences (voir légendes de la figure 21), les

animaux ont été sacrifiés et les papilles gustatives fongiformes ont été récupérées afin
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d'isoler les cellules des papilles gustatives. Ces derniéres ont été soumises a des analyses RT-
gPCR pour I'expression de 'ARNm de la gustducine, de GUS (A), de GPR120 (B), de CD36
(C) et des cytokines pro-inflammatoires, IL-1p, IL-6 et TNF-o (D-F) dans les mTBC.

Nous avons également examiné les taux des ARNm des cytokines pro-inflammatoires (IL-
1B, IL-6 et TNF-a) dans les mTBC isolé de souris obeses, traitées ou non au Celastrol.
Comme indiqué, l'expression des ARNm de génes tels que I'IL-1p, I'TL-6 et le TNF-a était
augmentée par un régime riche en lipides, et leur expression était régulée a la baisse par le
traitement au Celastrol (Figures 22D-F). Dans cette étude, il aurait été préférable de

déterminer l'expression des capteurs lipidiques au niveau protéique par Western blot.

6.3.  Celastrol diminue les concentrations circulantes de cytokines pro-
inflammatoires

L'obesité étant associée a une inflammation de bas grade, nous avons déterminé les

concentrations sanguines d'IL-6 et de TNF-a par ELISA (Fig. 23A, B). Les concentrations

d'IL-6 et de TNF-a ont augmenté chez les souris nourries avec HFD, tandis que le célastrol a

abaissé leurs niveaux chez les souris obeses (Fig. 23A, B).
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Figure 23 : Effet du célastrol sur les cytokines pro-inflammatoires circulantes chez la souris.
Le protocole était identique a celui décrit sur la figure 21 et mentionné dans Matériels et
méthodes. Aprés 15 semaines d'expérimentation, les souris ont été sacrifiés et les sérums ont
été isolés et utilisés pour la détermination des concentrations d'IL-6 et de TNF-a par ELISA.
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n = 5). ANOVA établie par le test de

Tukey.
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6.4. Célastrol regule I'expression des ARNmM des médiateurs
métaboliques lipidiques dans le foie

Dans un premier temps, nous avons détermine le poids du foie et observé qu'une

alimentation riche en graisses augmentait le poids du foie, tandis que le traitement au

Célastrol le diminuait significativement (figure 24A). Il est intéressant de noter qu'une

augmentation des taux de triglycérides et de cholestérol dans le foie des animaux soumis a

un régime riche en graisses a été observee, tandis que le Célastrol a diminué leurs

concentrations hépatiques (figures 24B, C).

Nous avons également déterminé les taux des ARNmM des génes impliqués dans le
métabolisme lipidique. Plusieurs résultats suggérent que l'activation du géne PPARa est
impliquée non seulement dans le métabolisme lipidique, mais aussi dans l'induction de la «
réponse de phase aigué » de I'inflammation dans le foie (124-125). Par conséquent, il a été
constaté que le déficit du géne PPARa régule a la baisse 'ARNm de certains agents pro-
inflammatoires, comme le TNF-a, I'IL-1p et I'L-6 chez la souris (126). Nos résultats
suggerent que l'action anti-inflammatoire du célastrol dans le foie pourrait étre, en partie,
contribuée par son action sur la diminution de I'expression des ARNm du PPARa (Figure
24D).

L'ACC et le FAS ont été considérés comme des biomarqueurs hépatiques de la lipogenése et
de la synthése de novo des acides gras (127). Le FAS est principalement implique dans le
stockage des graisses lorsque des aliments riches en énergie sont consommés. Concernant
I'ACC, il existe deux iso-formes : 'ACCL a été identifiée dans le cytosol et impliquée dans la
réaction de contrdle de la vitesse de la lipogenese de novo, tandis que I'ACC2 est intégrée
dans la membrane plasmique des mitochondries et régule l'oxydation des acides gras en
produisant du malonyl-CoA (128). L'action inhibitrice du célastrol sur l'expression de
I'ARNmM de FAS et d'ACC (1 et 2) (Figure 24E-G) chez des souris nourries avec un régime
riche en graisses montre que ce terpénoide diminue la lipogenese, déclenchée par un régime
riche en graisses et, par conséquent, peut entrainer une faible masse grasse chez les souris
obéses lors d'une alimentation riche en graisses. De plus, le SREBP1c, un facteur de
transcription qui régule la synthése des lipides dans le foie, a également été régulé a la

hausse dans le foie des souris obéses et célastrol a encore diminué I'expression de son

76



ARNmM dans le foie (Figure 24H).
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Figure 24 : Effet de célastrol sur le poids du foie, de cholestérol et de TG hépatique, et
I’expression des ARNm des génes lipogéniques hépatiques. Le protocole était identique a
celui décrit dans la figure 21 et mentionné dans la section Matériels et méthodes. Apres 15
semaines d'expérimentation, les animaux ont été sacrifiés, le poids du foie(A), les
concentrations de TG hépatiques (B) et de cholestérol (C) ont été determinés. Les
échantillons de foie ont également été utilisés pour I'expression de I'ARNm des geénes

métaboliques, 4 savoir PPARq (D), FAS (E), ACC1 (F), ACC2 (G) et SREBP1c (H) par RT-
GPCR.
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Discussion :

Tripterygium Wilfordii (TW), est abondamment présente dans la région de I'Asie de
I'Est, de la Chine jusqu'en Corée et au Japon, (16). Cette plante est utilisée en médecine
chinoise pour traiter une série de troubles immunologiques, y compris la polyarthrite
rhumatoide (PR), avec des résultats prometteurs dans une série d’essais cliniques (129).
TW est une vigne vivace de la famille des Celastracées, également appelée Thunder
God Vine ou « lei gong teng » (nom chinois). Le composé bioactif le plus abondant et
le plus prometteur dérivé de la racine de cette plante est le célastrol, également appelé
triptérine, qui possede un large éventail d'activités biologiques y compris les effets anti-
obésité (16). 1l a été démontré que le Célastrol exerce son action en augmentant I'lL-
1R1 et d'autres médiateurs comme la leptine et I'adiponectine (130). Cependant, on ne
sait pas grand-chose sur son récepteur membranaire plasmique et sa cascade de
signalisation. Dans la présente étude, nous avons €lucidé le mécanisme d’action de ce
terpénoide dans les cellules des bourgeons gustatifs de souris (mTBC) fraichement

isolées.

Nous avons observé que le célastrol déclenchait une augmentation rapide de [CaZ*]i
dans les mTBC. Nous avons précédemment démontré que les agents appartenant aux
terpénoides, comme Zizyphin, exercent leur action via TGR5, le récepteur couplé aux
protéines G (GPCR) des acides biliaires (120). En effet, le Celastrol partage une
homologie structurale avec les acides biliaires. Par conséquent, I'inhibiteur de TGR5 a
bloqué les augmentations de [Ca2*]i induites par le célastrol dans les mTBC. Etant
GPCR, le TGR5 est couplé a I'nydrolyse du phosphatidyl-inositol-bis-phosphate (PIP2),
catalysée par la phospholipase-C, libérant ainsi I'inositol-tris-phosphate (IP3). Il est
intéressant de noter qu'un inhibiteur du PLC a considérablement réduit l'action du
célastrol sur les augmentations de [Ca2*]i, ce qui suggére que le célastrol exerce son
action via la voie PLC/IP3 dans les mTBC. Selon le modele capacitif de signalisation
de Ca?*, la libération de Ca2* du pool du réticulum endoplasmique (RE) est suivie d'un
afflux de Ca2* pour remplir le pool ER via l'ouverture de canaux Ca%* (SOC) exploités
en magasin (131). Fait intéressant, les expériences menées en l'absence de Ca?*
extracellulaire ont abouti a une diminution drastique des augmentations de [Ca2*]i dans
ces cellules, suggérant que ce terpénoide mobilise le Ca2* a la fois a partir des pools

intracellulaires et extracellulaires. L'implication de I'ouverture des canaux de CaZ* par le
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celastrol est en outre confirmée par les expériences dans lesquelles nous avons utilisé
Iionomycine a la concentration connue pour ouvrir les canaux Ca?* de la membrane
plasmique (122). Par conséquent, 1’ajout de célastrol au pic de réponse de Ca?* induit
par I'ionomycine a diminué de manicre significative 1’action du premier. Afin
d’approfondir I’implication du pool extracellulaire de Ca2?*, nous avons utilisé la
thapsigargine (TG) qui, en bloquant la ER Ca%*-ATPase, épuise le remplissage du ER
du pool extracellulaire et, par conséquent, induit une augmentation du [Ca2*]i (131).

Il est & noter que l'ajout de TG avant ou apres le célastrol a réduit, mais pas
completement supprimé, l'action de chacun, démontrant que le célastrol mobilise en
effet également le calcium extracellulaire, aprés la libération du Ca?* des réserves du
ER, selon l'effet modele capacitif d’homeostasie du Ca?* (131). De plus, notre étude
démontre également que I'afflux de Ca?" est amené par l'ouverture de canaux SOC
composes, en partie, de canaux TRPC3, en ces cellules gustatives.

Notre laboratoire (Inserm, Nutox) a clairement démontré qu'il existe un signal gustatif
des acides gras alimentaires qui, en se liant au CD36, un capteur de graisse, dans les
cellules des bourgeons gustatifs de la langue, transmettent le message du go(t gras au
cerveau (68). Par conséquent, nous avons montré que le CD36 dans les papilles
gustatives est couplé au mecanisme de signalisation de Ca?* dépendant du PLC lors de
la perception gustative des acides gras alimentaires a longue chaine (72). Nous
souhaitions savoir si le célastrol interférait avec la signalisation de Ca%* déclenchée par
I'acide linoléique (LA) dans les mTBC. Comme prévu, l'acide linoléique a induit une
augmentation de [Ca2*]i dans ces cellules. Cependant, I'ajout de célastrol apres LA a
entrainé une diminution de la signalisation de Ca?* induite par le célastrol, ce qui

suggere que le célastrol partage la libération de [Caz*]i induite par les acides gras.

Pour faire la lumiére sur la pertinence physiologique de la « interférence » de
signalisation de Ca2* entre LA et célastrol, nous avons effectué des tests de préférence
sur deux bouteilles. Nous avons observé que les souris présentaient une préférence
spontanée pour LA par rapport a la solution témoin. Il est intéressant de noter que la
préférence pour la solution LA était significativement accrue lorsque le Célastrol était
ajouté a une solution contenant du LA plut6t qu'a une solution contenant uniquement du
LA. Cette observation suggéere que le Célastrol serait impliqué dans la modulation de la
perception gustative des acides gras alimentaires. Cela implique que le Célastrol peut

agir comme un exhausteur de godt de graisse, lorsqu'il est ajouté a des aliments gras, il
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peut moduler le comportement alimentaire.

Dans ce travail, nous avons montré, pour la premiere fois, la modulation de la
perception du godt par le célastrol et le TGR5 en tant que cible du célastrol dans les
cellules des bourgeons gustatifs de souris. Nous proposons, a l'avenir, la synthése
d'analogues puissants du célastrol et I'étude de leurs effets sur la perception du godt des
graisses. Ces « modificateurs du godt des graisses » peuvent servir de nouveaux agents

pour le traitement de 1’obésité et des troubles associés.

L’OMS (2003) rappelle I'importance de la prévention contre cette épidémie de
I’obésité. Face a ce constat, une attention particuliere a été accordée aux phyto-
constituants présents dans les fruits, les légumes et les plantes médicinales, comme les
flavonoides, et les tri-terpénes, qui peuvent aider la prévention de l'accumulation de
graisse corporelle (132). Le potentiel riche de la nature pour lutter contre I'obésité n'a
pas été entierement exploré encore, et beaucoup de nouvelles pistes peuvent étre

obtenues a partir de sources naturelles.

Le célastrol, est un composé bioactif purifié a partir de plantes médicinales comme le
Tripterygium wilfordii, est une plante utilisee en médecine chinoise et il a été démontre
qu'il exerce des effets anti-obésité (07, 08). Dans la présente étude, nous avons étendu
ces observations a d'autres aspects de I'obésité comme la perception orosensorielle d'un
acide gras a longue chaine (LCFA), l'expression des recepteurs de godt du gras, la
lipogenése hépatique et l'inflammation. Le traitement avec le célastrol a réduit le poids
corporel chez les souris obéses conformément au rapport de Liu et al. (07) qui ont
démontré son effet anti-obésité, en augmentant la sensibilité de I'hypothalamus a la
leptine et en améliorant la sensibilité a I'insuline en inhibant la voie NF-xB. II est
également possible qu'en plus de la sensibilité a la leptine. Le célastrol ait diminué le
poids corporel en augmentant la dépense énergétique et en améliorant le microbiote

intestinal, comme cela a été rapporté dans un modele de rat (133).

L’obésité nutritionnelle est généralement associée a une consommation alimentaire
riche en graisses. Il a été rapporté que l'obésité induite par l'alimentation chez la souris
est associée a une faible détection oro-gustative des acides gras a longue chaine, et ce
phénomene pourrait contribuer a un apport élevé en graisses (134). De méme, dans
plusieurs études sur la population humaine, le polymorphisme génétique CD36,
responsable de la fonction atténuée du CD36, a été associé a un apport élevé en graisses

chez les obeses (135-136). Par conséquent, un agent capable de restaurer la capacité
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orosensorielle réduite a détecter les acides gras alimentaires chez les personnes obeses
sera un bon agent thérapeutique. Dans la présente étude, nous avons observé que le
HFD diminuait la préférence gustative pour un LCFA alimentaire conformément a
plusieurs rapports (134- 137), et le célastrol a régulé positivement ce phénoméne. Bien
que nous n‘ayons pas analysé I'expression des capteurs lipidiques (CD36 et GPR120) au
niveau protéique par Western blot, nos analyses RT-gPCR suggerent, une diminution de
Iexpression des ARNm de CD36 dans les mTBC chez les souris obéses et
I’administration de célastrol a régulé positivement 1’expression de CD36. Concernant le
mécanisme d'action du célastrol sur les capteurs gustatifs des graisses, nous pouvons
affirmer que ce terpénoide pourrait avoir diminué I'inflammation des papilles gustatives
chez les souris obeéses. En effet, il a été rapporté que l'inflammation, induite soit par un
régime riche en graisses, soit par un traitement au sulfate de dextrane sodique (DSS),
diminuait les fonctions des papilles gustatives chez la souris (138-139).

Il convient également de noter qu’il y avait une tendance « opposée » entre I’expression
des ARNm de CD36 et celle de GPR120. Par conséquent, nous affirmons que le CD36
est impliqué dans la « détection », tandis que le GPR120 est responsable de la «
régulation post-orale » du comportement alimentaire, comme nous lavons
précedemment suggéré (134). Ce type d'expression opposée de CD36 et GPR120 a déja
été démontré chez les rongeurs (134). La régulation positive de CD36 par le célastrol
pourrait étre responsable de la restauration de la capacité orosensorielle a détecter un
LCFA chez la souris, comme indiqué précédemment, selon lequel la diminution de la
perception du golt des graisses chez les souris obéses peut étre restaurée par des
composés chimiques qui diminuent l'obésité et I'inflammation (140). Nous ne pensons
pas que le célastrol puisse agir directement sur l'activation des récepteurs du godt des
graisses. De plus, une diminution de I'expression des ARNm de la gustducine a été

associée a un état inflammatoire important (141).

Nous avons été tentés d'évaluer si I'obésité induite par l'alimentation (HFD) dans notre
modeéle était associée a une inflammation des papilles gustatives. En effet, I'obésité
induite par HFD dans notre étude est associée a une régulation positive des ARNm des
cytokines inflammatoires (IL-1p, IL-6 et TNF-a), ce qui pourrait affecter le
renouvellement des papilles gustatives et entrainer également de faibles fonctions de
détection du goQt, comme le suggére Wang. et all. (142). En outre, notre équipe a étudié

I'inflammation dans les cellules des papilles gustatives et a démontré que l'obésité
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induite par l'alimentation ou l'inflammation déclenchée par le LPS augmentait
I'expression du TNF-a, de I'lL-1p et de I'lL-6, a la fois au niveau des ARNm et des
protéines, dans les cellules de bourgeons de gout (143). Cohen et all. (144) ont
démontré que le TNF-a et ITL-6 peuvent réduire le taux de renouvellement des papilles
gustatives, influencer la prolifération et la viabilité des cellules de type Il et donc altérer
la perception gustative. Nous rappelons que les récepteurs du goQt des graisses (CD36
et GPR120) sont exprimés par les TBC de type Il chez la souris (134). Le TNF-a dans
le TBC est produit via la voie du récepteur Toll-like (TLR) par les cellules de type I,
mais pas par les cellules de type I et de type 111 (145).

En ce qui concerne l'inflammation systémique, nous avons déterminé les concentrations
circulantes d’IL-6 et de TNF-o dans le sang. L'obésité alimentaire et génétique favorise
I'inflammation en augmentant les concentrations de ces cytokines pro-inflammatoires
(146). 1l a été démontré que le tissu adipeux, outre les adipokines sécrétantes
(adiponectine et leptine), sécrete également des cytokines pro-inflammatoires,
principalement le TNF-a et I'L-6. Concernant le TNF-a, on peut noter les observations
suivantes : 1) le TNF-a est exprimé de maniere constitutive par le tissu adipeux ; 2)
génétiqguement souris et rats obéses (ob/ob) (fa/fa Zucker) expriment abondamment
cette cytokine dans leur tissu adipeux (147), et 3) le TNF-a médié la résistance a
I'insuline chez ces animaux. Le tissu adipeux de sujets obeses contient significativement
plus de TNF-a que les sujets maigres (148, 149). L'administration de la protéine
réceptrice du TNF-a qui se lie au TNF-a endogene normalise la sensibilité a I'insuline
(150). 11 est a noter qu’entre 10 et 30 % de I’IL-6 en circulation provient de tissus
adipeux. Il existe une corrélation positive entre les taux d'IL-6 circulants, l'adiposité
(151) et la résistance a I'insuline (152). L'action de célastrol sur la diminution des taux
circulants d'IL-6 et de TNF-o. démontre sa propriété anti-inflammatoire qui peut étre a
nouveau bénéfique chez les personnes obeses. Nos observations corroborent les
conclusions de Wang et al. (153) qui ont démontré l'action anti-inflammatoire de ce

terpénoide lors de la fibrose hépatique chez la souris.

L'obésité induite par le régime alimentaire a entrainé une augmentation du poids du foie
et des niveaux de triglycérides et de cholestérol et le célastrol a exercé des effets
bénéfiques sur ces parameétres, indiquant que ce terpénoide pourrait moduler le
métabolisme des lipides hépatiques. De plus, nous avons étudié le profil d'expression de

I'ARNmM des génes lipogéniques (FAS, ACC1 et ACC2) et liés a la dépense énergétique

82



(PPARa, SREBP1c) dans le foie. FAS, ACC1 et ACC2 sont des enzymes lipogéniques
(145, 146), et SREBP1c est un facteur de transcription induit par une concentration
élevée de glucose dans le foie (146). Nous avons observé que leur expression était
régulée positivement dans le foie de souris obeses induites par le régime alimentaire,
conformément a plusieurs découvertes qui ont rapporté une augmentation de
I'expression hépatique de 'ARNmM de SREBP1c, FAS et SCD1 dans l'obésité (154,
155). Il est intéressant de noter que le traitement avec le célastrol a régulé négativement
I’expression de ces geénes lipogéniques chez ces souris. Il semble qu'il existe une
association entre I'expression de PPAR-a et de SREBPIc dans notre étude. En effet,
I'ARNmM de SREBP1c a été trouvé sous-régulé chez les souris PPARa-null (156). Nos
observations suggerent que le célastrol pourrait réduire I'accumulation de lipides
hépatiques via la voie de transcription médiée par SREBP1c au cours de l'obésité. Nos
résultats corroborent plusieurs études montrant que le célastrol module le métabolisme
lipidique, par exemple en supprimant le stress du RE, la lipogenése et en favorisant la
lipolyse hépatique (157). De plus, il a été démontré que le célastrol supprime
efficacement les taux élevés de TC, TG et LDL-c induits par un régime hyper lipidique
en améliorant I'expression du transporteur de cassette de liaison a 'ATP Al (ABCA1)
(158-159). Dans la présente étude, nous n'avons pas étudié I'impact du celastrol sur le
métabolisme des glucides ; cependant, il a été rapporté que ce terpenoide atténuait
considérablement l'obésité induite par le régime alimentaire (HFD) via une meilleure
utilisation du glucose (160). En effet, il a été démontré que le célastrol améliorait la
sensibilité a I'insuline et la tolérance au glucose chez les animaux obéses. Le célastrol a
notamment augmenté les fonctions oxydatives mitochondriales en augmentant l'activité
du complexe pyruvate déshydrogénase (PDC) et en diminuant la pyruvate

déshydrogeénase kinase 4 (PDK4) chez les souris obéses (160).
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Conclusion :

De nombreuses études démontrant les propriétés thérapeutiques d'extraits des plantes
utilisés en médecine traditionnelle ont été développées. En effet, l'utilisation de tels
extraits comme médecine complémentaire a récemment augmenté. 1l a été indiqué que
le célastrol, un terpénoide purifié a partir d'une plante chinoise, largement répandu dans
la racine de plante de Tripterygium Wilfordii, présent de nombreuses propriétés
biologiques au potentiel thérapeutique.

Dans ce travail, nous avons montré, pour la premiere fois que le célastrol module la
perception de gout du gras, via le récepteur TGR5 dans les papilles gustatives des

souris.

Nous avons observé les effets anti-obésité, modulateur du golt du gras et anti-
inflammatoire du célastrol chez des souris obeses. Le célastrol a également normaliseé le

poids du foie ainsi que les taux de cholestérol et de triglycérides hépatiques.
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Perspectives :

La thése actuelle présente plusieurs perspectives d'avenir qui restent sans réponse. Certains

d'entre eux sont comme ci-dessous :

Notre étude présente certaines limites, car nous n‘avons pas etudié l'expression des
cytokines pro-inflammatoires et d'autres facteurs au niveau protéique par Western
blot dans les cellules du foie et des papilles gustatives. A l'avenir, sur la base des
propriétés structurales de ce terpénoide, il pourrait étre envisagé de synthétiser des
analogues pharmacologiques plus stables, susceptibles d'étre des agents anti-obésité

plus puissants que la molécule principale.

Les effets in vivo de célastrol ont besoin encore de nombreuses recherches et doivent
étre bien établis pour faire mieux connaitre les autres avantages possibles de ce
produit naturel telles que la toxicité.

Nous réaliserons de telles experiences ou nous évaluerons les effets de célastrol sur la

prise alimentaire chez les sujets obeses.
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Abstract: Background: Obesity is associated with the altered gustatory perception of
dietary fatty acids. Celastrol, a triterpene, has been demonstrated to exert anti-obesity
effects in rodents. We assessed the role of Celastrol in the modulation of the oro-sensory
perception of lipids in control and high-fat diet (HFD)-induced obese mice. Methods: Male
mice of the C57B/ 6] strain were fed a HFD for 11 weeks and then were administered or
not with Celastrol further for 4 weeks. The body weight was recorded weekly. Before the
sacrifice, the animals were subjected to oro-sensory detection of a dietary long-chain fatty
acid in a two-bottle choice paradigm. After the sacrifice, the fungiform taste buds were
isolated and analyzed for mRNA expression, encoding fat sensors (CD36 and GPR120) and
pro-inflammatory cytokines (IL-1f3, IL-6 and TNF-«). Circulating concentrations of IL-6
and TNF-a were also determined, and liver was used to analyze the mRNA expression of
lipogenic genes. Results: Celastrol administration in obese mice decreased body weight
and also re-established the loss of oro-sensory perception for a dietary fatty acid, and
this phenomenon was, in part, due to the upregulation of mRNA, encoding fat taste
receptors (CD36 and GPR120) in tongue taste bud cells. Furthermore, Celastrol decreased
inflammation both in taste buds and blood circulation. Conclusions: Our findings suggest
that Celastrol decreases body weight gain, ameliorates the gustatory perception of lipids,
and downregulates inflammation in obese mice.

Keywords: fat taste; terpenoid; gustation; CD36; GPR120; inflammation; liver; high-fat diet

1. Introduction

Obesity, a global epidemic, is characterized by the excessive accumulation of fat in
adipose tissue. According to the WHO [1], there are more than 1.9 billion adults who are
overweight, and more than 777 million adults who are clinically obese. Overweight and
obesity represent the fifth leading cause of death worldwide. Each year, 2.8 million adults
die from these conditions: 44% because of diabetes, 23% by ischemic heart disease, and 7
to 47% of deaths are caused by certain cancers that are also attributed to overweight and
obesity [1].

Obesity is a multifactorial disease, including genetic susceptibility under the influence
of environmental factors and other factors such as diet, excessive sedentary lifestyle, and
a lack of physical activity. The interactions between these factors may create a favorable
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pattern for the expression of genes that may trigger obesity [2]. It is generally accepted
that eating fat-rich food may contribute to increased fat accumulation and increases the
incidence of obesity. In addition, several studies have reported a relationship between fat
accumulation and chronic inflammation that promote insulin resistance in the obese. In
obesity, the pro-inflammatory mediators released by inflamed adipose tissue target the
liver and, consequently, trigger hepatic steatosis, which is considered the initial stage of
non-alcoholic steatohepatitis [3]. The inflammatory condition in the liver of the obese is so
important that, even after weight loss, signs of inflammation, like fibrosis, in the liver, still
persist and may contribute to an increased risk for rebound weight gain [4]. We, therefore,
in the present study, assessed the inflammatory cytokines in the liver of obese animals
before and after Celastrol administration.

Obesity is also associated with a strong attraction for dietary fat in rodents [5]. In
human beings, several studies have shown that obese subjects prefer lipids compared
with lean subjects [5,6]. There is a positive correlation between obesity and fat detection
thresholds; i.e., the higher the body mass index (BMI), the higher the oro-sensory detection
threshold in obese participants [7]. It is important to mention that a fat-rich obesogenic
diet that leads to obesity also alters fat taste perception, viz., increasing fat intake causes a
decrease in fat taste detection sensitivity. Multiple cross-sectional studies, conducted on
human volunteers, have confirmed these observations [8,9], meaning that individuals who
consume high fat-rich food were found to have reduced taste oral sensitivity to fat. One
of the plausible mechanisms involved in the attraction to dietary lipids is the attenuated
function of CD36, expressed by tongue taste bud cells. Indeed, CD36 acts as a sensor to
detect and to respond to dietary fat during mastication to signal to the brain and help
regulate fat intake [10,11]. Several studies on CD36 SNP have demonstrated reduced
sensitivity (or high threshold) to the taste of fat that may lead to fat overeating or a high
preference for fat-rich foods in the obese [7,12]. Hence, an anti-obesity strategy should
trigger the restoration of reduced fat taste sensitivity.

Over the past two decades, chemical substances derived from plants have attracted
public and scientific interest in their role in preventing disease and maintaining good
health [13]. Several epidemiological studies suggest that plant-based foods rich in polyphe-
nolic agents reduce inflammation [14]. In vivo and in vitro studies suggest that penta-
cyclic triterpenes, purified from plants, modulate different factors linked to metabolic
syndrome [14]. These phytochemicals could be promising candidates for clinical trials for
the treatment of metabolic syndrome. They can be powerful anti-obesity agents because
they regulate the different stages of adipogenesis, lipolysis, and fatty acid oxidation and
target transcription factors involved in adipocyte development [15]. Our team proposes
that certain molecules of the terpenoid family can play a role in the modulation of gustatory
perception of fat and exert beneficial effects in obesity in the mouse [16,17]. Oleanolic acid, a
triterpene purified from Olea europaea, exerts an anti-obesity effect in mice [18]. Zizyphine, a
triterpene purified from Zizyphus lotus, and oleanolic acid exhibit close structural homology
to taurolithocholic acid (TLC), a bile acid, which acts via TGR5 (Tekada-G-protein-receptor-
5, a bile salt receptor). Indeed, our team has identified the expression of TGR5 in mice and
human taste bud cells [19].

Celastrol is a naturally occurring triterpenoid isolated from Celastraceae plants such as
Tripterygium wilfordii [20] and Celastrus orbiculatus [21]. It is noteworthy that these two plants
have been used in Chinese medicine to treat inflammatory pathologies like rheumatoid
arthritis [22]. Celastrol has been purified as an active ingredient from these plants [23].
Since the anti-obesity effect of Celastrol has been reported [24], and fat intake is altered in
obesity as mentioned here before, we undertook the present study to assess the effects of
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Celastrol on the modulation of fat preference and inflammation in diet-induced obesity
in mice.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Celastrol was purchased from Ficher Scientific (Illkirch-Graffenstaden, Strasbourg,
France), and the standard diet was purchased from SAFE (Route de Saint Bris, Augy,
France). The palm oil was purchased from Huilerie Vigean (Clion, France). All of the
solvents and other products were obtained from Merck (St. Quentin Fallavier, Lyon,
France). The ELISA kits for TNF-« (ref. LS-F12798-1) and IL-6 (ref. OKBB00190) were
purchased from Clinisciences (Nanterre, France).

2.2. Animals and Diets

Eight-week-old male C57B/6] mice were obtained from Janvier Elevage (Le Genest-
St-Isle, France). The general guidelines for the care and use of laboratory animals, rec-
ommended by the council of European Economic Communities, were followed. The
experimental protocol (C21231008EA) was approved on 05/08/2021 by the Regional Ethi-
cal Committee of Burgundy (France). Mice were housed in animal husbandry facility under
controlled conditions at a constant temperature (20 °C % 2) and humidity (60 £ 5%), with
light/dark cycle of 12 h with food and water ad libitum. The mice (n = 15) were divided
into two groups: standard (Std) diet-fed group (n = 5) and HFD-fed group (n = 10). The
palm oil was the main fat component in high-fat diet. The different diets and their fatty
acid compositions can be seen in Tables 1 and 2. The diets were prepared every week and
stored at 4 °C until further use.

Table 1. Fatty acid composition of the diets.

Fatty Acids (g/100 g) STD HFD
SFA 0.56 15.42
MUFA 0.78 13.46
PUFA 1.62 4.75

Abbreviations: STD: standard diet. HFD: high fat-diet. SFA: saturated fatty acids. MUFA: monounsaturated acids.
PUFA: polyunsaturated acids.

Table 2. Composition of the diets.

Composition (g/100 g) STD HFD

Starch 66.8 40.07
Proteins 16.10 14.6
Fats 3.10 35.3
Cholesterol - 0.03
Cellulose 3.9 2.7
Vitamins 5.0 3.4
Minerals 5.1 3.9

Energy (Kcal 100 g) 359.5 536.65
Fat Energy (% of total 8.0 60.0

Energy)

Abbreviations: STD: standard diet. HFD: high fat-diet.

2.3. Diet-Induced Obesity

C57B/6] male mice were fed a high-fat diet (HFD) for 15 weeks. After 11 weeks of
HFD, obese animals were divided into two groups: one continued to receive HFD and
vehicle, whereas another received the same HFD and Celastrol at 100 pug/kg/day [25]
intraperitoneally for four weeks further. Mice were weighed weekly, and food and energy
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intake were determined daily. After 15 weeks, mice were fasted overnight and sacrificed by
using isoflurane to anesthetize. Serum was isolated by centrifugation from clotted blood,
and liver samples were weighed and immediately stored at —80 °C until analysis. Tongues
were immediately removed and placed in Tyrode solution for papillae isolation.

2.4. Determination of Pro-Inflammatory Cytokines

At the time of sacrifice, blood was drawn in dry tubes and centrifuged at 200x g x
10 min. The supernatant/serum was stored at —20 °C until the dosage of cytokines (IL-6
and TNF-«). The ELISA kits were used for the quantification of IL-6 and TNF-«, and the
dosages were performed as per manufacturer’s protocol, furnished with the kits.

2.5. Liver Cholesterol and Triglyceride Determinations

Liver samples were thawed and homogenized in 9 mL of chloroform-methanol (2:1)
solution. Methanol (3 mL) was added into the homogenates that were vortexed and further
centrifuged (3000 g x 15 min). The resulting supernatant (8.25 mL) was transferred to
glass tubes and was added with 4 mL of chloroform and 2.75 mL of 0.73% NaCl, and
it was further centrifuged (3000x ¢ x 3 min). The lower phase, after evaporation, was
resuspended in 1 mL of buffer containing 1,4-piperazinediethanesulfonic acid (28.75 mM),
magnesium chloride (57.76 mM), free fatty acid-bovine serum albumin (8.76 microM), and
sodium dodecyl sulfate (0.1%), and lipids were emulsified by sonication [25]. Total choles-
terol and triglyceride (TG) levels were determined by colorimetric enzymatic methods
(DiaSys, Holzheim, Germany).

2.6. Two-Bottle Preference Test

In order to study the preference for a lipid solution, we employed a two-bottle prefer-
ence test, according to previously published procedure [17]. Before starting the experiment,
mice were provided with two drinking bottles for 24 h. The mice were further subjected
to two bottles: one contained 0.1% of linoleic acid in gum of xanthan, GX (0.3%, w/v) in
water, and the other bottle contained vehicle, GX (0.3% w/v). The intake was determined
by weighing the bottles after 12 h, i.e., overnight.

2.7. Isolation of Mouse Taste Bud Cells

Tongue fungiform papillae were dissected under microscope. The mouse taste bud
cells (mTBCs) were isolated, as previously described [18], by enzymatic dissociation by
using the mixture of elastase and dispase, 2 mg/mL each in Tyrode buffer: 120 mM of NaCl,
5 mM of KCl, 10 mM HEPES, 1 mM of CaCl,, 10 mM of glucose, 1 mM of MgCl,, 10 mM of
Na pyruvate, and pH 7.4. Isolated mTBCs were stored at —80 °C for RT-qPCR analysis.

2.8. mRNA Expression by Real-Time-Quantitative PCR (RT-gPCR)

The sequences of the primers used can be seen in Table 3. Total RNA was extracted
from liver and taste bud cells by using TRizol (Fischer Scientific, Illkirch-Graffenstaden,
Strasbourg, France), then treated with DN Aase, and reverse-transcribed with cDNA syn-
thesis kit according to the manufacturer’s instruction.
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Table 3. Sequences of the primers.

Gene Primer Sequence

Beta-Actin Forward: TGTTACCAACTGGGACGACA
Reverse: CTGGGTCATCTTTTCACGGT

Gustducin Forward: ACACATTGCAGTCCATCCTAGC
Reverse: ATCACCATCTTCTAGTGTATTTGCC

CD36 Forward: ATGGGCTGTGATCGGAACTG
Reverse: TTTGCCACGTCATCTGGGTTT

GPR120 Forward: GTGCCGGGACTGGTCATTGTG
Reverse: TTGTTGGGACACTCGGATCTGG

IL-1B Forward: CACAGCAGCACATCAACAAG
Reverse: GTGCTCATGTCCTCATCCTG

IL-6 Forward: CCGCTATGAAGTTCCTCTCTGC
Reverse: ATCCTCTGTGAAGTCTCCTCTCC

TNF-o Forward: CCCTCACACTCAGATCATCTTCT
Reverse: GCTACGACGTGGGCTACAG

PPAR«x Forward: AGAGCCCCATCTGTCCTCTC
Reverse: ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA

SREBP1c Forward: CCCACCTCAAACCTGGATCT
Reverse: AAGCAGCAAGATGTCCTCCT

FAS Forward: GGCTCTATGGATTACCCAAGC
Reverse: CCAGTGTTCGTTCCTCGGA

ACC1 Forward: CGGACCTTTGAAGATTTTGTGAGG
Reverse: GCTTTATTCTGCTGGGTGAACTCTC

ACC2 Forward: GGAAGCAGGCACACATCAAGA

Reverse: CGGGAGGAGTTCTGGAAGGA

RT-qPCR was performed using stepOnePlus real-time PCR system by employing
SYBR Green I (Merck, St. Quentin Fallavier, Lyon, France). The relative gene expression
was determined using (ACt) by the comparative 2.CT method. Beta-actin was used as a
housekeeping gene.

2.9. Statistical Analysis of Data

Results are expressed as mean =+ SD (n = 5). The significance of difference between
mean values was determined by analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey’s
least-significant-difference (LSD) test. Significant differences were considered at p < 0.05.

3. Results
3.1. Celastrol Decreases Body Weight Gain and Modulates Fat Preference in HF D-Fed Mice

Figure 1 shows the body weight gain in mice maintained on a HFD during 15 weeks.
Mice maintained on a HFD gained weight as a function of time (Figure 1A). However, the
body weight remained almost the same from the 11th week onwards in HFD-fed animals.
Interestingly, a significant and progressive reduction in body weight gain was observed
after 4 weeks of Celastrol administration in obese animals.

In order to compare gustatory attraction for lipids in mice, the two-bottle preference
test was performed using a dietary long-chain fatty acid (LCFA), i.e., linoleic acid, 0.1%
(w/v). Hence, the individually caged mice were allowed to choose between 0.1% LCFA
emulsified in 0.3% xanthan gum in water or water with vehicle alone (0.3% xanthan gum)
over a period of 12 h. The standard diet-fed mice showed a strong preference for a solution
containing LCFA; however, HFD-fed mice showed significantly decreased preference for
this fatty acid. Interestingly, Celastrol treatment upregulated the preference for LCFA in
mice maintained on a HFD (Figure 1B).



Nutrients 2025, 17, 1308

6 of 13

38 ) p<0.0001 oGX
12
36 * <0.0001
T 1 s 10 "
4 l\f{&‘ S
2 HFD g
z % T T @ 28]
5 1 = p<o 001
o
g 30 Celastrol 1HFD 2 6 -
T 28 +Celastrol £
9 o 4 4
el f =
26 o
o
24 2
0123458678 9101112131415 HFD +
diet, weeks Celastrol

Figure 1. Effect of Celastrol on diet-induced obesity and preference for fat: (A) Mice maintained on
a HFD for 15 weeks (n = 10). On the 11th week of a HFD, obese animals (n = 10) are divided into
two groups: one is continued on a HFD alone (filled triangles), whereas the second one is fed the
same HFD and administered with Celastrol (100 nug/kg/day) intraperitoneally for 4 more weeks
(gray squares). The arrow in the Figure shows the 11th week of the HFD when the mice are divided
into two groups. The body weight is measured weekly. The asterisks (*) show significant differences
between two groups (p < 0.01). (B) Another group of mice (n = 5), maintained on a standard diet for
the same duration, i.e., 15 weeks, is used as the control group from Figures 1B,2—4. After 15 weeks,
the animals are deprived of water for 6 h, and a two-bottle preference test is performed. GX, gum of
xanthan; LA, linoleic acid.

3.2. Celastrol Modulates Fat Taste Receptor and Pro-Inflammatory Cytokines mRNA Expression in
HFD-Fed Mice

To explore whether the alteration in fatty acid preference in obese mice is due to the
altered expression of fat taste receptors in tongue epithelium, we examined the mRNA
expression of main lipid receptors (CD36 and GPR120) and also gustducin (GUS), a marker
of taste receptor cells, in mouse taste bud cells (Figure 2A—C). We observed that there was a
significant decrease in taste bud CD36 and GUS mRNA expression in HFD-fed mice. Obese
mice that received Celastrol exhibited significantly higher CD36 and gustducin mRNA
expression than HFD-fed mice. However, GPR120 mRNA did not follow the same trend,
its expression was upregulated in obese mice, and Celastrol curtailed the same.

We further examined the mRNA levels of pro-inflammatory cytokines (IL-13, IL-6,
and TNF-«) in mTBCs isolated from obese mice administered or not with Celastrol. As
shown, the mRNA expression of genes, like IL-1f3, IL-6, and TNF«, was increased by the
HEFD, and their expression was downregulated by Celastrol treatment (Figure 2D-F). In
this study, it would have been better, if we had determined the expression of lipid sensors
at the protein level by Western blot.

3.3. Celastrol Decreases the Circulating Concentrations of Pro-Inflammatory Cytokines

Since obesity is associated with low-grade inflammation, we determined blood con-
centrations of IL-6 and TNF-« by ELISA (Figure 3A,B). The concentrations of IL-6 and
TNF-« increased in HFD-fed mice, whereas Celastrol lowered their levels in obese mice
(Figure 3A,B).

3.4. Celastrol Regulates Hepatic Lipid Levels and mRNA Expression of Lipid Metabolic Mediators

At first, we determined liver weight, and we observed that feeding a high-fat diet
increased liver weight, and Celastrol treatment decreased the same significantly (Figure 4A).
Interestingly, there was an increase in triglycerides and cholesterol levels in the liver of
animals, maintained on a high-fat diet, and Celastrol decreased their liver concentrations
(Figure 4B,C).
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Figure 2. Effect of Celastrol on the expression of mRNA encoding gustducin, fat taste receptors,
and pro-inflammatory cytokines in taste bud cells. After 15 weeks of the experiments (see Figure 1
legends), the animals are sacrificed, and fungiform taste papillae are recuperated to isolate taste bud
cells that are subjected to RT-qPCR analyses for gustducin, GUS (A), GPR120 (B), CD36 (C), and
pro-inflammatory cytokines, IL-13, IL-6, and TNF-& (D-F) mRNA expression in mTBCs.
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Figure 3. Effect of Celastrol on circulating pro-inflammatory cytokines in mice. The protocol is
identical as described in Figure 1 and mentioned in Section 2. The figure shows the levels of pro-
inflammatory cytokines, TNF-o (A) and IL-6 (B).

We also examined the genes involved in lipid metabolism. Several findings suggest
that the activation of PPAR is involved not only in lipid metabolism but also in the induc-
tion of “acute phase response” of inflammation in the liver [26-28]. Consequently, PPARo
gene deficiency has been found to downregulate the mRNA of certain pro-inflammatory
agents, like TNF-«, IL-13, and IL-6 in the mice [29]. Our results suggest that the anti-
inflammatory action of Celastrol in the liver might be, in part, contributed by its action on
lowing PPARx mRNA expression (Figure 4D).

The ACC and FAS have been considered as hepatic biomarkers of lipogenesis and
the de novo synthesis of fatty acids [26]. FAS is principally involved in fat storage when
energy-dense food is consumed. Concerning ACC, there are two isoforms: ACC1 has been
identified in cytosol and involved in the rate-controlling reaction of de novo lipogenesis,
whilst ACC2 is embedded into the mitochondria plasma membrane and regulates fatty acid
oxidation by producing malonyl-CoA [27]. The inhibitory action of Celastrol on FAS and
ACC (1 and 2) mRNA expression (Figure 4E-G) in HFD-fed mice shows that this terpenoid
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decreases lipogenesis, triggered by the high-fat diet and, consequently, may result into
low fat mass in obese mice during high-fat diet feeding. Furthermore, the SREBPIc, a
transcription factor, which regulates lipid synthesis in the liver, was also upregulated in the
liver of obese mice, and Celastrol further decreased the expression of its mRNA in liver
(Figure 4H).
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Figure 4. Effect of Celastrol on the expression of hepatic mRNA encoding lipogenic genes. The
protocol is identical as described in Figure 1 and mentioned in Materials and Methods. After 15 weeks
of experimentation, the animals are sacrificed, liver was weighed (A), and liver TG (B) and cholesterol
(C) concentrations were determined. The liver was also used for the mRNA expression of metabolic
genes, i.e., PPAR« (D), FAS (E), ACC1 (F), ACC2 (G), and SREBP1c (H).

4. Discussion

Celastrol, a bioactive compound, purified from medicinal plants like Tripterygium
wilfordii, is a herb used in Chinese medicine and has been shown to exert anti-obesity
effects [24,30]. In the present study, we extended these observations on other aspects of
obesity, for example, the oro-sensory perception of a long-chain fatty acid (LCFA), the
expression of fat taste receptors, liver lipogenesis, and inflammation. Celastrol treatment
reduced body weight in obese mice in accordance with the report of Liu et al. [24] who
demonstrated its anti-obesity action via increasing leptin sensitivity to hypothalamus and
improving insulin sensitivity by inhibiting the NF-kB pathway. It is also possible that,
in addition to leptin sensitivity, Celastrol decreased body weight by increasing energy
expenditure and improving gut microbiota as reported in a rat model [31].

Nutritional obesity is generally associated with high-fat, rich food intake. It has been
reported that diet-induced obesity in mice is associated with the low oro-gustatory detection
of long-chain fatty acids, and this phenomenon might contribute to high fat intake [10].
Similarly, in several studies on human populations, the CD36 genetic polymorphism,
responsible for the attenuated function of CD36, has been associated with high fat intake
in the obese [7,12,32]. Hence, an agent that can restore the decreased oro-sensory capacity
to detect dietary fatty acids in the obese will be a good therapeutic agent. In the present
study, we observed that a HFD decreased the gustatory preference for a dietary LCFA
in accordance with several reports [10,16]. Decreased sensitivity to a fatty acid might be
due to the downregulation of CD36 in taste bud cells [10]. Though we did not analyze
the expression of lipid sensors (CD36 and GPR120) at protein level by Western blot, our
RT-qPCR analyses suggest a decreased CD36 mRNA expression in TBCs in obese mice,
and the administration of Celastrol upregulated it. Concerning the mechanism of action
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of Celastrol on fat taste sensors, we can state that this terpenoid might have decreased
the taste bud inflammation in obese mice. Indeed, the inflammation, induced either by
a high-fat diet or by treatment with dextran sodium sulfate (DSS), has been reported
to decrease taste bud functions in the mice [33,34]. Furthermore, there seems to be an
“opposite” tendency between CD36 and GPR120 mRNA expression. Hence, we would
like to state that CD36 is involved in “detection”, whereas GPR120 is responsible for the
“post-oral regulation” of fat-eating behavior as we have previously proposed [10]. This kind
of opposite expression of CD36 and GPR120 has been previously shown in rodents [10].
The upregulation of CD36 by Celastrol might be responsible to restore the oro-sensory
capacity to detect an LCFA in the mice, as reported previously that decreased fat taste
perception in obese mice can be restored by chemical compounds that decrease obesity
and inflammation [35]. We do not think that there would be a direct action of Celastrol on
fat taste receptor activation. In addition, decreased gustducin mRNA expression has been
associated with high inflammatory conditions [36]. We were tempted to assess whether diet-
induced obesity in our model was associated with taste bud inflammation. We employed
the RT-qPCR technique and observed that obesity induced by a HFD was associated with
upregulated inflammatory cytokines (IL-13, IL-6 and TNF-oc) mRNA, which could affect
taste bud renewal and also result into low taste-detection capacity as suggested by Wang
et al. [37]. In addition, our team has studied the inflammation in taste bud cells and
demonstrated that diet-induced obesity or LPS-triggered inflammation increased TNF-
o, IL-13, and IL-6 expression, both at mRNA and protein levels, in taste bud cells [38].
Cohen et al. [39] have demonstrated that TNF-« and IL-6 might decrease the renewal of
taste bud cells, exert an impact on the proliferation of type II cells, and, therefore, alter
taste perception. We would like to recall that fat taste receptors (CD36 and GPR120) are
expressed by Type II TBC in mice [10]. TNF-o in TBCs is produced via the toll-like receptor
(TLR) pathway by Type II cells but not by Type I and Type III cells [40].

As regards systemic inflammation, we determined the circulating concentrations of
IL-6 and TNF-c in blood. Dietary and genetic obesity promotes inflammation by increasing
the concentrations of these pro-inflammatory cytokines [41]. It has been shown that
adipose tissue, apart from secreting adipokines (adiponectin and leptin), also secretes
pro-inflammatory cytokines, mainly TNF-oc and IL-6. Regarding TNF-«, the following
observations can be noted: (1) TNF-« is constitutively expressed by adipose tissue, and
(2) genetically obese rodents (ob/ob mice and fa/fa Zucker rats) express TNF-« in their
adipose tissue [42]. It has been demonstrated that adipose tissues can be the subject of
macrophage infiltration during obesity. Indeed, macrophage infiltration into adipose tissue
plays a key role in the pathogenesis and dysfunction of adipose tissue, thus contributing to
obesity-induced inflammation [43]. These infiltrated cells represent a novel family of cell
subtypes, which are CD9* and DARC* macrophages, principally localized in crown-like
structures within adipose tissue during obesity [44]. Adipose tissue from obese subjects
contains significantly more TNF-« than lean subjects [45,46]. The administration of the
TNF-« receptor protein that binds to endogenous TNF-« normalizes insulin sensitivity [47].
It is noteworthy that between 10 and 30% of circulating IL-6 is derived from adipose tissues.
There is a positive correlation between circulating IL-6 levels, adiposity [48], and insulin
resistance [49]. The action of Celastrol on decreasing the circulating levels of IL-6 and TNF-
o demonstrates its anti-inflammatory property that can be again beneficial in the obese.
Our observations corroborate the findings of Wang et al. [50], who have demonstrated the
anti-inflammatory action of this terpenoid during liver fibrosis in the mice.

Diet-induced obesity resulted into increased liver weight and triglyceride and choles-
terol levels, and Celastrol exerted beneficial effects on these parameters, indicating that this
terpenoid might modulate liver lipid metabolism. Furthermore, we investigated the mRNA
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expression profile of lipogenic (FAS, ACC1, and ACC2) and energy expenditure-related
transcription factors (PPARx, SREBP1c) in the liver. FAS, ACC1, and ACC2 are lipogenic
enzymes [40,41], and SREBP1c is a transcription factor induced by high glucose concen-
tration in the liver [42]. We observed that their expression was upregulated in the liver of
diet-induced obese mice in accordance with several findings that have reported an increase
in the hepatic mRNA expression of SREBP1c, FAS, and SCD1 in obesity [51]. It seems that
there is an association between PPAR-a and SREBP1c expression in our study. Indeed,
the mRNA of SREBP1c was found downregulated in PPARx-null mice [52]. Interestingly,
Celastrol treatment downregulated the expression of these lipogenic genes in obese mice.
Our observations suggest that Celastrol may lower hepatic lipid accumulation via SREBP1c-
mediated transcription pathway during obesity. Our results corroborate several reports
that have shown that Celastrol modulates lipid metabolism; for example, it suppresses
ER stress and lipogenesis and promotes hepatic lipolysis [53]. Furthermore, Celastrol has
been found to effectively suppress high-fat diet-mediated increased levels of TC, TG, and
LDL-c by improving ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) expression [54]. In the
present study, we did not investigate the impact of Celastrol on carbohydrate metabolism;
however, it has been reported that this terpenoid remarkably attenuated diet-induced
obesity via enhanced glucose utilization [55]. Indeed, Celastrol was found to improve
insulin sensitivity and glucose tolerance in obese animals. Celastrol notably increased
mitochondrial oxidative functions by increasing pyruvate dehydrogenase complex (PDC)
activity and decreasing pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) in obese mice [55].

5. Conclusions

We have observed anti-obesity, fat taste modulatory and anti-inflammatory actions
of Celastrol in obese mice. Celastrol also normalized liver weight and hepatic cholesterol
and triglyceride levels. However, our study has some limitations as we did not study the
expression of pro-inflammatory cytokines and other factors at protein level by Western blot
in liver and taste bud cells. In future studies, on the basis of structural properties of this
terpenoid, it may be envisaged to synthesize more stable pharmacological analogs that
might be more potent anti-obesity agents than the lead molecule.
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Abstract: Obesity is associated with the altered gustatory perception of dietary fatty acids. Celastrol, a
triterpene, has been demonstrated to exert anti-obesity effects in rodents. We assessed the role of Celastrol in the
modulation of the oro-sensory perception of lipids in control and high-fat diet (HFD)-induced obese mice.
Methods: Male mice of the C57B/6J strain were fed a HFD for 11 weeks and then were administered or not with
Celastrol further for 4 weeks. The body weight was recorded weekly. Before the sacrifice, the animals were
subjected to oro-sensory detection of a dietary long-chain fatty acid in a two-bottle choice paradigm. After the
sacrifice, the fungiform taste buds were isolated and analyzed for mRNA expression, encoding fat sensors
(CD36 and GPR120) and pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 and TNF-a). Circulating concentrations of
IL-6 and TNF-a were also determined, and liver was used to analyze the mRNA expression of lipogenic genes.
Results: Celastrol administration in obese mice decreased body weight and also re-established the loss of oro-
sensory perception for a dietary fatty acid, and this phenomenon was, in part, due to the upregulation of mMRNA,
encoding fat taste receptors (CD36 and GPR120) in tongue taste bud cells. Furthermore, Celastrol decreased
inflammation both in taste buds and blood circulation. Conclusions: Our findings suggest that Celastrol
decreases body weight gain, ameliorates the gustatory perception of lipids, and downregulates inflammation in
obese mice.

Keywords: fat taste; terpenoid; gustation; CD36; GPR120; inflammation; liver; high-fat diet

Résumé : L’ obésité est associée a une altération de la perception gustative des acides gras alimentaires. Il a été
démontré que le célastrol, un triterpéne, exerce des effets anti-obésité chez les rongeurs. Nous avons évalué le
réle du célastrol dans la modulation de la perception orosensorielle des lipides chez des souris obéses témoins et
chez des souris obéses soumises a un régime riche en graisses (HFD). Méthodes : Des souris males de la souche
C57B/6J ont été nourries avec un régime riche en graisses (HFD) pendant 11 semaines, puis ont recu ou non du
célastrol pendant 4 semaines supplémentaires. Leur poids corporel a été enregistré chaque semaine. Avant le
sacrifice, les animaux ont été soumis a une détection orosensorielle d’un acide gras a longue chaine alimentaire
selon un modele de choix de deux bouteilles. Aprés le sacrifice, les papilles gustatives fongiformes ont été
isolées et analysées pour déterminer I'expression de I'ARNmM codant pour les capteurs de graisse (CD36 et
GPR120) et les cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6 et TNF-a). Les concentrations circulantes d'TL-6 et de
TNF-a ont également été déterminées, et le foie a été utilisé pour analyser I'expression de ' ARNm des génes
lipogenes. Resultats : L'administration de Célastrol a des souris obeses a diminué le poids corporel et rétabli la
perte de perception orosensorielle d'un acide gras alimentaire. Ce phénomeéne était en partie dd a la régulation
positive de I'ARNm codant pour les récepteurs du godt des graisses (CD36 et GPR120) dans les cellules des
papilles gustatives de la langue. De plus, Célastrol a diminué I'inflammation des papilles gustatives et de la
circulation sanguine. Conclusions : Nos résultats suggeérent que Célastrol diminue la prise de poids, améliore la
perception gustative des lipides et régule négativement I'inflammation chez les souris obeses.

Mots-clés : golt des graisses ; terpénoide ; gustation ; CD36 ; GPR120 ; inflammation ; foie ; régime riche en
graisses.
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ABSTRACT

Celastrol, a terpenoid, has been shown to exert several beneficial properties in health and disease,
particularly in obesity. Recent studies have demonstrated that orosensory detection of dietary fatty
acids plays an important role in the pathogenesis of obesity. In the present report, we have studied the
role of celastrol in the modulation of calcium signaling in Fluo-4/AM loaded mouse taste bud cells
(mTBC) and fat taste perception in the mouse. Celastrol was found to induce increases in free intra-
cellular calcium concentrations, [Ca®*]i, in mTBC. Celastrol seems to exert its action via bile acid TGR5
(Takeda-G-protein-receptor-5) receptor. Furthermore, U-73122, a phospholipase C (PLC) inhibitor,
significantly curtailed celastrol-induced calcium signaling, suggesting that this agent triggers an in-
crease from endoplasmic reticulum via inositol-tris-phosphate (IP3) production. Celastrol-recruited
Ca®* from intracellular pool that triggered the opening of TRPC3 channels. We further employed
thapsigargin (TG), known to trigger an increase in [Ca®*]i. Celastrol shared the TG-recruited Ca** pool.
Celastrol was observed to share linoleic acid-triggered Ca®* signaling in these cells. In two-bottle choice
paradigm, celastrol increased the gustatory preference for linoleic acid. Our study might be helpful for
considering the synthesis of celastrol analogues as fat taste modifiers with a potential in the manage-
ment of obesity.

© 2025 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights are

reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.

1. Introduction

Celastrol, a tripterine, is a natural compound, extracted from
the medicinal plants such as, Tripterygium wilfordii [1] and Celas-
trus orbiculatus [2], which grow in Asian countries. Celastrol has
been used in traditional oriental medicine as a natural remedy to
treat inflammation-related diseases [3,4]. This triterpenoid has
attracted considerable interest in recent years for its strong and, in
some unique cases, anticancer [5], neuroprotective [6], and anti-
rheumatoid arthritic properties [7]. Besides, celastrol has been
shown to exert anti-obesity effects via several targets, including
interleukin-1 receptor-1 (IL1-R1), tyrosine phosphatase (PTP) 1B,

* Corresponding author.Physiologie de la Nutrition & Toxicologie, UMR U1231
INSERM/Université de Bourgogne/Agro-Sup, 6, boulevard Gabriel, Dijon 21000,
France

E-mail address: naim.khan@u-bourgogne.fr (N.A. Khan).

https://doi.org/10.1016/j.biochi.2025.07.002

and T-cell PTP in the hypothalamus [8,9]. It has been demonstrated
that IL1-R1-deficient mice are resistant to celastrol-induced leptin
sensitization and anti-obesity effects, which means that celastrol
increases the expression of IL1-R1 and regulates pro-inflammatory
signaling pathway in the obese [8]. However, not much is known
on the mechanism of action of celastrol.

There are five basic well-characterized taste qualities [10].
However, in the last decade, there has been compelling evidence
accumulating on the possibilities of 6th taste quality, i.e., the taste
for fat [11]. The gustatory fat perception involves CD36 and
GPR120 receptors in human beings [11-13]. A number of clinical
and experimental studies have stressed on the relationship be-
tween fat taste perception and obesity [10,11]. In mouse model of
obesity, a decreased fat taste perception is associated with
downregulation of tongue CD36, a fat taste receptor, in taste bud
cells [14]. Several clinical studies suggest that people with low
sensitivity to fat taste fat might consume more fat-rich foods,

0300-9084/© 2025 Elsevier B.V. and Société Frangaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights are reserved, including those for text and data mining, Al
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potentially leading to high caloric intake and weight gain. Indeed,
some obese subjects with CD36 SNP, responsible for its decreased
function, exhibit low orogustatory detection of dietary fatty acids,
like linoleic or oleic acid [15-17].

As far as receptor-coupled mechanisms are concerned, the
activation of CD36 and GPR120 is associated with the phopspo-
horylation of phospholipase-pII (PLC-pII) that, in turn, hydrolyses
phosphatidyl-inositol bisphosphate (PIP3), thus releasing diac-
ylglycerol and inositol-tris-phosphate, IP3 [13]. The IPs3-triggered
increase in free intracellular Ca®>* concentration, [Ca®*]i, is one of
the early events, involved in gustatory perception of dietary fatty
acids [18]. Interestingly, the increase in [Ca®*]i in TBC has been
used to assess the action of taste modifiers [19,20]. Hence, it is
possible that celastrol, being an anti-obesity agent, might act as a
fat taste modifier. Therefore, in the present study, we assessed the
action of celastrol on calcium signaling in mouse taste bud cells,
and also ascertained its action on the modulation of gustatory
perception of a dietary fatty acid in behavioral experiments.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Celastrol was purchased from Ficher Scientific (France). Fluo-4/
AM was from Life Technologies (France). RPMI-1640 medium and
t-glutamine were bought from Dutsher (France). Trypsin-EDTA
was purchased from Gibco (USA). The phospholipase C (PLC) in-
hibitor (U-73122), YM-58483 and the TGR5 inhibitor (SBI-115)
were purchased from Biotechne (France). The 96-well black plates
with glass bottoms, ibi Treated, for calcium signaling were pur-
chased from Clinical Science (France). The standard A03 rodent
diet was procured from Scientific Animal Food and Engineering,
Villemoisson-sur-Orge, France. All other chemicals including
linoleic acid and xanthan gum were purchased from Merck
(France).

Two-month-old male mice of C57B/6] genetic background were
purchased from Janvier Elevage (Le Genest-St-Isle, France). Mice
were housed in the animal husbandry at a constant a temperature
of 22 + 2 °C, with a relative humidity of 50 + 20 %, and a 12-h light/
dark cycle. The animals were maintained on A03 laboratory diet
and water ad libitum. The protocol (n° 16198) was approved by the
Regional Ethical Committee (Bourgogne) for the experiments
conducted on mice. The animal experiments followed the Euro-
pean guidelines on the protection of animals. The mice were
sacrificed by using 2 % isofluorane gas.

2.2. Mouse taste bud cells from fungiform papillae

We have developed a mouse taste bud cell line after the puri-
fication of TBC from fungiform papillae. Hence, initially the
fungiform TBC were isolated as per our previously described
method [18]. Briefly, the enzymes (elastase and dispase mixture,
2 mg/ml each, in Tyrode buffer: 120 mM, NaCl; 5 mM, KCI; 10 mM,
HEPES; 1 mM, CaCly; 1 mM, MgCly; 10 mM, Glucose; 10 mM, Na-
pyruvate, pH 7.4) were employed to peel off tongue epithelium
that was further treated with EDTA (2 mM), elastase (1.2 mg/ml),
type I-collagenase (0.6 mg/ml), and trypsin inhibitor (0.6 mg/ml)
to dissociate TBC. The supernatant, containing released cells, was
used to isolate TBC by centrifugation at 20 000gx10min. The iso-
lated cells were transfected by mouse-tert retrovirus, and these
cells exhibited all the functional characteristics of a type II taste
receptor cell. The phenotype of the immortalized mouse TBC
closely resembled to taste-responding type II TBCs. The immor-
talized mouse TBCs expressed the bitter, sweet, umami and fat
taste receptors and responded to the agonists of these taste
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qualities. The results on the development and characterization of
these cells have been presented in a symposium [21]. According to
the Budapest Treaty, we have protected the intellectual property
by depositing their description with materials and methods as an
“Enveloppe Soleau” to the INPI (Institut National de la Propriété
Industrielle, Paris), file no. DS02021002050, dated February 04,
2021. Two specimen samples of these cells have been deposited to
the Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, Paris under file no. 3907 5.2006, dated February
05, 2020. At present, these TBC cells belong to the start-up, Ektah
(ektah.com).

2.3. Measurements of calcium signaling

The increases in free intracellular calcium concentrations,
[Ca®t]i, were determined as described by Dramane et al. [22].
Briefly, mTBC were seeded onto 96-well plates and after 24 h of
culture and washing, the cells were incubated with 100 uM Fluo-4/
AM and RPMI medium, for 45 min at 37 °C prior to the experi-
mentation in loading buffer containing: 110 mM, NaCl; 5.5 mM,
KCI; 25 mM, NaHCOs; 0.8 mM, MgCl,; 0.4 mM, KH,POy; 0.33 mM,
NapHPO4; 20 mM, HEPES; 1.2 mM, CaCl,, at pH 7.4. The concen-
trations of intracellular free calcium, [Ca®*]i, were measured by
the Synergy HTX equipment (Biotex, USA) at excitation and
emission spectra, respectively, Aex = 485 nm and Aemy = 528 nm, in
the real-time mode and analyzed using Gen 53.11 software. For
experiments conducted in the absence of external calcium (0 %
Ca’*), CaCl, was replaced by 2 mM EGTA in the buffer. All test
molecules were added in small volumes in continuous recordings
at the time-point indicated by the arrows.

2.4. Two-bottle preference test

A two-bottle paradigm test was used for behavioral studies
according to previously published procedure [22]. Briefly, male
mice were divided into test and control groups (n = 05 each) and
placed individually in plastic cages with cover filters. The mice
were deprived of water for 6h. After that, each animal was offered
with two bottles containing either the test or control solution for a
period of 12h. Bottles were weighed before and after each exper-
iment, and the difference between two weighing values was noted
as intake over a period of 12h.

2.5. Statistical analysis

Results are shown as mean + standard error of mean (SEM) for
a given number of experiments (n). Data were analyzed by using
Statistical 4.1 version (Stat soft, Tulsa, OK, USA). The significance of
differences between mean values was determined by two-tailed
student t-test. Differences with p < 0.05 were considered to be
significant.

3. Results

3.1. Celastrol induces an increase in [Ca®*]i in mouse taste bud
cells (mTBC)

Fig. 1A shows the structure of celastrol which is a pentacyclic
triterpenoid, i.e., 24, 25, 26-trinoroleana-1,3,5,7-tetraen-29-
oicacid, bearing an Oxo substituent at position 2, a hydroxy sub-
stituent at position 3, and 2 methyl groups at positions 9 and 13. In
mTBC, celastrol induced a sharp increase in [Ca%*]i, followed by a
decrease as a function of time (Fig. 1B). Celastrol-induced increase
in [Ca®*]i is a dose-dependent phenomena with an ECso = 1 pM
(Fig. 1C).
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Fig. 1. Effects of celastrol on Ca®* signaling in mouse taste bud cells (mTBC). The cultured mTBC (40x10° cells/assay) were loaded with Fluo-4/AM, and the changes in [Ca®*]i were
monitored as described in Materials and Methods. A shows the chemical structure of celastrol. The experiments were performed in Ca®>* containing buffer (B, C). A plateau
response is observed at a concentration of 20 uM by addition of celastrol to mTBC (C). Arrowhead indicates the time of addition of celastrol without interruption in the recording.

The trace shows the identical image (B), reproduced independently (n = 5).

3.2. Celastrol recruits Ca’* via TGR5 receptor, coupled to PLC
activation

The natural triterpenoids have been found to act on TGR5
(Takeda G protein-coupled receptor 5), which is, in fact, a G-pro-
tein-coupled plasma membrane receptor for bile acids [16]. The
TGR5 receptors have been expressed in a number of organs like
liver, intestine, pancreas, adipose tissues and muscles [22]. Our
laboratory has demonstrated that the TGR5 mRNA are also
expressed by human and mouce taste bud cells [23]. We have
proposed that taste bud TGR5 may be the target of taste modifiers
such as Zizyphin, a triterpene [24].

To assess whether celastrol, being a terpenoid, acts via TGR5
receptor, we employed a TGR5 antagonist, i.e., SB-115. We
observed that this inhibitor significantly blocked celastrol-induced
increases in [Ca®*]i in mTBC (Fig. 2A and D). Furthermore, we used
a phospholipase C inhibitor, U-12273, which also decreased
significantly the action of celastrol on the increases in [Ca®*]i in
mTBC (Fig. 2B-E). In 0 % Ca%" buffer, both SB-115 and U-73122
completely abolished the increase in [Ca®*]i in mTBC (Fig. 2D, E).

3.3. Celastrol recruits Ca®* from intracellular pool, followed by the
opening of TRPC3 channels

We further conducted experiments in Ca**-free medium and
observed that the absence of Ca®" in the extracellular medium
resulted in a decreased response of celastrol (Fig. 2C-E). In order to
further probe the nature of Ca®' recruitment, we employed
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thapsigargin and ionomycin.

Thapsigargin (TG), an inhibitor of sarcoplasmic-endoplasmic
reticulum Ca’?*-ATPase, SERCA [25], triggered an increase in
[Ca%*]i in mTBC (Fig. 3A and. 4). In a continuous recording mode,
we also added thapsigargin before or after celastrol. We observed
that the addition of “one after another” resulted into curtailed, but
not suppressed, response of the respective agent (Fig. 3B and C and
Fig. 4). Furthermore, we employed ionomycin that is, at 1 pM,
known to open store-operated calcium (SOC) channels [26]. lon-
omycin induced a rise in [Ca®*]i in mTBC (Fig. 3D and. 4). Inter-
estingly, the addition of celastrol after ionomycin resulted into
celastrol-induced decreased Ca®* signaling in mTBC (Figs. 3E and
4).

In order to assess the implication of Ca®* channels, called store-
operated Ca®* (SOC) channels (Fig. 4), we employed two SOC in-
hibitors, i.e., YM-58483 and econazole [18]. We observed that the
SOC inhibitors decreased significantly the increases in [Ca®*]i,
induced by celastrol. We have previously shown mTBC express
TRPC3, but not TRPC6, channels, and SOC influx in mTBC is brought
about by Ca®* channels composed of Orai1/TRPC3 [27]. Hence, we
employed, Pyr3 and Pyr10 which are the TRPC3 inhibitors. We
observed that the two TRPC3 channel blockers significantly
decreased the increases in [Ca®*]i in taste bud cells (Fig. 5A). In
order to further elucidate whether TRPC3 channels are SOC
channels, we employed SrCl, (Sr2*) that is known to enter cells via
TRPC channels. Sr?* entry has been measured in medium in which
Ca®*-containing medium is replaced with that containing Sr**
[28]. He et al. [29], while working on HEK293 cells - expressing
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Fig. 2. Effects of celastrol and pharmacological agents on the increases in [Ca?*]i in mouse taste bud cells (mTBC). The changes in [Ca®"]i are shown in response to celastrol after
preincubation for 15 min with either SBI-115 (TGR5 antagonist) at 100 uM (A) or U-73122 (PLC antagonist) at 10 uM (B). The experiments were also performed in 100 % Ca®* (Ca®*-
containing) or 0 % Ca* (Ca?*-free) media (C). Arrowheads indicate the time of addition of celastrol. D shows the response of celastrol in 0 % Ca®* (Ca®*-free) medium. The mTBC
were preincubated or not with SBI-115 (40 pg/ul) or U-73122 (10 uM) for 15 min before starting Ca?* recordings (A, B, D). The traces show the identical images, reproduced
independently.

E shows the values as mean + SEM (n = 5), derived from experiments performed in A-C. The two-tailed t-test was used for the statistical calculations. The asterisks show the
significant values (p < 0.001) as compared to celastrol.
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Fig. 3. Effects of thapsigargin (TG), ionomycin and celastrol on Ca®* signaling in mouse taste bud cells (mTBC). The changes in [Ca>*]i were monitored as in Fig. 1 and described in
Materials and Methods. Increases in [Ca®*]i are shown in response to TG at 5 uM (A). In B and C, TG (5 uM) and celastrol were added one after another. D shows the changes in
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TRPC3 channels, demonstrated that TRPC3 channels selectively 3.4. Celastrol shares the dietary fatty acid-induced Ca®* signaling
mediate Sr’* entry that was blocked by BTP2, a SOC channel

blocker. Hence, thapsigargin and celastrol both triggered Sr** To determine whether celastrol interferes with Ca>* signaling
entry via TRPC3 channels after store-depletion in Ca’*-free me- evoked by a dietary fatty acid, i.e., linoleic acid (LA), we added
dium (Fig. 5 B, C), and as expected, Pyr3 further blocked TG- and celastrol before and after LA in different experimental set-ups. LA
celastrol-induced Sr?* influx in mTBC. induced a sustained increase in [Ca®*]i in mTBC (Fig. 6A). Inter-

estingly, when LA was added during celstarol-induced sustained
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Ca* response or vice versa, there was no additive increase in
[Ca*]i (Fig. 6B and C), demonstrating that both the agents shares
the same signaling cascade in mTBC.

3.5. Celastrol upregulates spontaneous preference for fat

In a two-bottle test, mice exhibited a spontaneous preference
for a solution containing the LA (Fig. 7). Interestingly, the addition
of celastrol to the solutions containing LA increased fatty acid
intake (Fig. 7). There was no significant difference between the
intake of celastrol and control solution, demonstrating that
celastrol alone does not trigger a gustatory cue, though its pres-
ence in a solution containing a fatty acid upregulates the prefer-
ence for the latter (Fig. 7).

4. Discussion

Tripterygium wilfordii is abundantly present in the East Asian
region, throughout China to Korea and Japan [5]. This plant is used
in Chinese medicine to treat a number of immunological disorders,
including rheumatoid arthritis (RA), with promising results in a
series of clinical trials [1]. The most abundant and promising
bioactive compound derived from the root of this plant is celastrol,
a tripterine, which possesses a broad range of biological activities
including anti-obesity effects [17]. Celastrol has been found to
exert its action by increasing IL-1R1 and other mediators like
leptin and adiponectin [30,31]; however, not much is known on its
plasma membrane receptor and its signaling cascade. In the pre-
sent piece of investigation, we elucidated mechanism of action of
this terpenoid in immortalized mouse taste bud cells (mTBC).

We observed that celastrol triggered a rapid increase in [Ca®*]i
in mTBC. We have previously demonstrated that the agents that

6.0 p<0.001
5.0 -
4.0 1

3.0 1

Intake (g/12hr)

2.0

1.0 1

N\ N N AN
O O \$° \30 ‘60
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Fig. 7. The two-bottle preference tests. The gustatory preference test was performed
in mice that were deprived of water for 6 h and then placed into cages with two
bottles: Control (0.3 % Xanthan gum, w/v) and LA at 0.2 % in xanthan gum (w/v) or
celastrol 20 pM alone or celastrol plus LA at 0.2 % in xanthan gum, w/v. All the so-
lutions for these assays were prepared in vehicle xanthan gum (3 %, w/v). The values
as mean + SEM (n = 5). The two-tailed t-test was used for the statistical calculations.
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belong to terpenoids, like Zizyphin, exert their action via TGR5, the
G-protein-coupled receptor (GPCR) for bile acids [24]. Indeed,
celastrol shares structural homology with bile acids. Consequently,
the TGR5 inhibitor blocked the celastrol-induced increases in
[Ca®*]i in mTBC. Being GPCR, the TGR5 is coupled to the hydrolysis
of phosphatidyl-inositol-bis-phosphate (PIP,), catalyzed by
phospholipase-C, thus releasing inositol-tris-phosphate (IP3).
Interestingly, a PLC inhibitor significantly curtailed the action of
celastrol on the increases in [Ca®*]i, suggesting that celastrol ex-
erts its action via PLC/IP3 pathway in mTBC. According to capaci-
tative model of Ca®* signaling, Ca>* release from the endoplasmic
reticulum (ER) pool is followed by Ca®* influx to refill the ER pool
via the opening of store-operated Ca?* (SOC) channels [14]. Hence,
the experiments conducted in the absence of extracellular Ca®*
resulted into a drastic decrease in celastrol-induced increases in
[Ca®*]iin these cells, suggesting that this terpenoid mobilizes Ca®*
from intracellular pool, followed by Ca®* influx. The implication of
the opening Ca** channels by celastrol is further confirmed by the
experiments wherein we employed ionomycin at the concentra-
tion known to open plasma membrane SOC channels [26]. Hence,
addition of celastrol after the ionomycin curtailed significantly the
action of the former. In order to further probe the implication of
extracellular Ca** pool, we employed thapsigargin (TG) which, by
blocking ER Ca®*-ATPase, depletes ER refilling from extracellular
pool and, consequently, induces an increase in [Ca®*]i [14]. It is
noteworthy that addition of TG before or after celastrol curtailed,
but not suppressed completely, the action of one another,
demonstrating that celastrol, indeed, also mobilizes the extracel-
lular calcium, after the release of Ca%>* from ER stores, according to
the capacitive model of Ca?* homeostasis [14]. Furthermore, our
study also demonstrates that Ca?* influx is brought about by the
opening of SOC channels that are composed of, in part, by TRPC3
channels, in these gustatory cells. These observations are further
confirmed on Sr** entry in mTBC by thapsigargin and celastrol.
There are a few studies on the action of celastrol on Ca®* signaling
[32,33]. Hence, the study of Yoon et al. [32] is interesting that these
authors demonstrated that celastrol increased mitochondrial Ca®*
concentrations. These authors further postulated that celastrol-
induced release of Ca’?* from endoplasmic reticulum (ER) via
IP3R might contribute to ER-derived vacuoles.

Our laboratory has clearly demonstrated that there is a gusta-
tory cue of dietary fatty acids, which by binding to CD36, a fat
sensor, in tongue taste bud cells, conveys the fat taste message to
the brain [11]. Hence, we have shown that CD36 in taste buds is
coupled to PLC-dependent Ca®* signaling mechanism during
gustatory perception of dietary long-chain fatty acids [20]. We
were interested in elucidating whether celastrol interferes with
linoleic acid (LA)-triggered Ca®* signaling in mTBC. As expected,
linoleic acid induced an increase in [Ca®*]i in these cells. However,
addition of celastrol after LA resulted into celastrol-induced sup-
pression of Ca®* signaling, suggesting that celastrol shares the
fatty acid-induced [Ca®*]i release.

To shed light on the physiological relevance of Ca®* signaling
“cross-talk” between LA and celastrol, we conducted two-bottle
preference tests. We observed that mice exhibited spontaneous
preference for LA over the control solution. Interestingly, the
preference for LA solution was significantly increased when
celastrol was added to LA-containing solution than the solution
containing only LA. This observation suggests that celastrol is
involved in the modulation of gustatory perception of dietary fatty
acids. This implies that celastrol can act as an enhancer of fat taste
and when added to fatty foods it may modulate fat-eating
behaviour.

In this work, we have shown, for the first time, the modulation
of fate taste perception by celastrol and the TGR5 as a target of
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celastrol in mouse taste bud cells. We suggest, in future, the syn-
thesis of potent celastrol analogues and the investigation of their
effects on fat taste perception. These “fat taste modifiers” can serve
as novel agents for the treatment of obesity and related disorders.
Indeed, our team has recently synthesized a number of linoleic
acid analogues and two of them revealed to mimic “fat-like” taste
in mice and, consequently, decreased body weight in obese ani-
mals [20].
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Abstract

Celastrol, a terpenoid, has been shown to exert several beneficial properties in health and disease, particularly in
obesity. Recent studies have demonstrated that orosensory detection of dietary fatty acids plays an important role
in the pathogenesis of obesity. In the present report, we have studied the role of celastrol in the modulation of
calcium signaling in Fluo-4/AM loaded mouse taste bud cells (mTBC) and fat taste perception in the mouse.
Celastrol was found to induce increases in free intracellular calcium concentrations, [Ca2+]i, in mTBC. Celastrol
seems to exert its action via bile acid TGR5 (Takeda-G-protein-receptor-5) receptor. Furthermore, U-73122, a
phospholipase C (PLC) inhibitor, significantly curtailed celastrolinduced calcium signaling, suggesting that this
agent triggers an increase from endoplasmic reticulum via inositol-tris-phosphate (IP3) production. Celastrol
recruited Ca2+ both from intra and extra-cellular pool. We further employed thapsigargin (TG), known to trigger
an increase in [Ca2+]i. Celastrol shared the TG-recruited Ca2+ pool. Celastrol was observed to share linoleic acid-
triggered Ca2+ signaling in these cells. In two-bottle choice paradigm, celastrol increased the gustatory preference
for linoleic acid. Our study might be helpful for considering the synthesis of celastrol analogues as fat taste
modifiers with a potential in the management of obesity.

Key words: Triterpenes, fat, lipid, gustation.

Résumé

Le célastrol, un terpénoide, posséde plusieurs propriétés bénéfiques pour la santé et la maladie, notamment
I'obésité. Des études récentes ont démontré que la détection orosensorielle des acides gras alimentaires joue un
role important dans la pathogenése de I'obésité. Dans ce rapport, nous avons étudié le role du célastrol dans la
modulation de la signalisation calcique dans les cellules des papilles gustatives de souris (mTBC) chargées en
Fluo-4/AM et dans la perception du go(t des graisses chez la souris. 1l a été démontré que le célastrol induisait
une augmentation des concentrations de calcium intracellulaire libre, [Ca2+]i, dans les mTBC. Le célastrol semble
exercer son action via le récepteur TGR5 (récepteur de la protéine G de Takeda) des acides biliaires. De plus, I'U-
73122, un inhibiteur de la phospholipase C (PLC), a significativement réduit la signalisation calcique induite par
le célastrol, suggérant que cet agent déclenche une augmentation du réticulum endoplasmique via la production
d'inositol-tris-phosphate (IP3). Le célastrol a recruté du Ca2+ a la fois dans le pool intra et extracellulaire. Nous
avons également utilisé la thapsigargine (TG), connue pour déclencher une augmentation du [Ca2+]i. Le célastrol
partageait le pool de Ca2+ recruté par la TG. Il a été observé que le célastrol partageait la signalisation calcique
déclenchée par I'acide linoléique dans ces cellules. Dans le paradigme du choix de deux bouteilles, le célastrol a
augmenté la préférence gustative pour I'acide linoléique. Notre étude pourrait étre utile pour envisager la synthése
d'analogues du célastrol comme modificateurs du goQt des matiéres grasses, avec un potentiel dans la prise en
charge de I'obésité.

Mots clés : Triterpénes, graisse, lipide, gustation.
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