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Olfaction - Olfaction

Molécules odorantes

GUENHAEL SANZ!'], THIERRY THOMAS-DANGUINIZ!, EL HAssan Hampanit3!, CLAIRE

Le Poupon[, Loic BrianD!2, ELISABETH GUICHARD!2! ET ANNE TROMELINIZ

® Lorsqu’une molécule interagit avec le systéme sensoriel offactif, celui-ci
procede a l'encodage des caractéristiques. Le traitement de cette information
donne naissance a une construction cérébrale : « 'odeur »,

quelques centaines de récepteurs olfactifs (ROs) humains

résulte d'un codage combinatoire : un RO peut reconnai-
tre plusieurs molécules odorantes et une molécule odorante peut
étre détectée par différents ROs.
En outre, les odorants peuvent étre des agonistes (activateurs) ou
des antagonistes (inhibiteurs) en fonction des ROs. Ceci com-
plexifie encore le codage des odeurs et peut étre a l'origine des
interactions entre odcurs (cx : masquage, synergie, Ishii et al.
2008) observées lorsque les odorants sont en mélange, ce qui
constitue le cas le plus fréquent dans la « vie quotidienne ». Ainsi,
il est souvent difficile de prédire 'odeur percue d'une molécule
odorante a partir de sa seule structure.
Cependant, la détection des odorants par les ROs constitue le
point de départ de la construction cérébrale qui aboutit 4 la per-
ception consciente de ce que 'on nomme « odeur ».
De ce fait, il est possible de poser 'hypothése d'un lien entre la
structure des molécules odorantes, leur niveau d'interaction avec
les ROs et la qualité de l'odeur qu'elles génerent. Notre étude avait
pour but de tester cette hypothése.

Objet de I'étude

Si I'odeur est une perception issue d’'une construction cérébrale,
T'odorant est une molécule chimique volatile qui est entrainée par
le flux d'air de la respiration vers les fosses nasales. A ce niveau la
molécule interagit avec le systéme sensoriel olfactif qui va procé-
der & un encodage des caractéristiques, notamment chimiques et
structurales, de cet odorant [Pernollet et al. 2006]. Par la suite, le
traitement de l'information olfactive va donner naissance 2 la
construction cérébrale que I'on nomme « odeur » [Holley 1999).
Ainsi, le premier maillon de la chaine aboutissant 4 la perception
des odeurs est I'interaction des molécules odorantes avec les ROs.
Parmi les 380 ROs humains putatifs, seuls sept [Wetzel et al. 1999,
Spehr et al. 2003, Matarazzo et al. 2005, Sanz et al. 2005, Jacquier
et al. 2006, Saito et al. 2006, Keller et al. 2007] possédent des
ligands odorant connus car les méthodes d'étude des couples odo-
rant-RO sont difficiles 4 mettre en ceuvre.

I A PERCEPTION de milliers de molécules odorantes par
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Odorant molecules
and human
olfactory receptor

When a molecule interacts with the
olfactory sensorial system, it carries out
the encoding of the characteristics.
The treatment and processing of this
data gives rise to a cerebral
construction:The "odor".

HE PERCEPTION on thousands of odorant molecules by a few

hundred human olfactory receptors (ORs) results in a

combined coding: one OR can recognize several odorant
molecules and one odorant molecule can be deterred by different
ORs.Moreover, the odorants can be agonist (activators) or
antagonist (inhibitors) as a function of the ORs. This makes the
coding of the odors even more complex and can be the cause of
interactions between odors (examples: masking, synergy, Ishii et
al. 2008) observed when the odorants are in a mix, which
constitutes the most frequent case in "daily life". In this way, it is
often difficult to predict the perceived odor of an odorant
molecule from its structure alone.
However, the detection of the odorants by the ORs constitutes the
starting point of the cerebral construction that results in the
conscious perception of what we call "odor".
Because of this, it is possible to make the hypothesis of a link
between the structure of the odorant molecules, their level of
interaction with the ORs and the quality of the odor that they
generate.The purpose of our study was to test this hypothesis.

Object of the study

If the odor is a perception resulting from a cerebral construction,
the odorant is a volatile chemical molecule which is carried along
by the flow of air of respiration to the nasal fossae. At this level,
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Parmi eux, nous avons identifié des ligands odorants (agonistes
et antagonistes) du RO humain appelé OR1G1 [Sanz et al. 2005].
Pour la présente étude, nous avons cherché a savoir si les ligands
de ce récepteur avaient une structure et une qualité odorante com-
mune.

La recherche de relations directes entre la structure des odorants
et leurs qualités odorantes fait 'objet de travaux depuis pres de
vingt ans [Frater 1998, Kraft 2000], et a concerné plus particulie-
rement les odeurs de musc et de bois de santal [Chastrette et al.
1990, Chastrette et al. 1994, Buchbauer et al. 2004].

Des études de modélisation moléculaire 3D-QSAR (Quantitative
Structure Activity Relationships) ont été proposées pour tenter
d’élucider I'interaction odorant-récepteur mais ont concerné seu-
lement des ensembles de molécules portant une méme note odo-
rante [Yoshii and Hirono 1996, Bajgrowicz et al. 2003].

Si récemment certains auteurs ont corrélé la réponse aux odorants
des neurones sensoriels olfactifs (qui expriment les ROs) de la dro-
sophile avec leur structure [Schmuker et al. 2007], d’autres n'ont
pas réussi & montrer que des molécules ayant des motifs molécu-
laires communs évoquent la méme odeur [Laing et al. 2003].
Dans ce contexte et pour répondre & notre question, nous avons
réalisé une étude de modélisation 3D-QSAR & partir des hgands
(activateurs ou inhibiteurs) connus du récepteur OR1G1 [Sanz et
al. 2005]. Nous avons ensuite utilisé les modeles obtenus pour pré-
dire de nouveaux ligands odorants de ce récepteur, lesquels ont
été validés expérimentalement.

Enfin, nous avons réalisé une étude statistique afin d’établir un
lien entre l'activité des odorants sur le récepteur OR1G1, leur
modélisation moléculaire par 'approche 3D-QSAR et leur des-
cription odorante chez I'étre humain.

Résultats
* Relations structure-activité des ligands du récepteur OR1G1
Par une approche 3D-QSAR utilisant le logiciel Catalyst (Accelrys
Inc.), nous avons modélisé la
conformation tridimensionnelle
adoptée par les ligands odorants
du récepteur OR1G1

A cet effet, nous avons exploité les
données d’activité de 95 molécules
odorantes testées sur le récepteur
ORI1G1 [Sanz et al. 2005].

En considérant la totalité des
molécules, 1l fut impossible d’ob-
tenir un modéle commun valable.
Nous avons alors utilisé une pro-
cédure originale permettant
d’identifier plusieurs groupes de
ligands a partir de 'ensemble ini-
tial des molécules [Tromelin and
Guichard 2003].

Nous avons ainsi pu mettre en évi-
dence I'existence de deux groupes
de ligands (A36 et Z27) pour cha-
cun desquels un modele @ @®

Fig.1 - Modeles respectifs des groupes de ligands
de OR1G1 A36 et Z27/Respective models
of the OR1G1 ligand groups A36 and Z27

I Fonctions hydrophobes aliphatiques/hydrophobic aliphatic features
@ Fonctions hydrophobes/fiydrophobic features

I Accepteurs de liaison hydrogéne/hydrogen bond acceptor features
M Volumes d'exclusion/excluded volume

Les distances sont exprimées en A/Distances are expressed in A

the molecule interacts with the olfactory sensorial system which
is going to carry out an encoding of the notably chemical and
structural characteristics of this odorant [Pernollet et al. 2006].
Subsequently, the processing of the olfactory data is going to give
rise to the cerebral construction that we call "odor" [Holley 19991.
In this way, the first link of the chain resulting in the perception of
the odors is the interaction of the odorant molecules with the
ORs. Among the 380 putative human ORs, only 7 [Wetzel et al.
1999, Spehr et al. 2003, Matarazzo et al. 2005, Sanz et al. 2005,
Jacquier et al. 2006, Saito et al. 2006, Keller et al. 2007] have known
odorant ligands because the study methods of the OR-odorant
couples are difficult to implement. Among them, we have
identified the odorant ligands (agonist and antagonist) of the
human OR called OR1G1 [Sanz et al. 2005].

For the present study, we have tried to find out if the ligands of
this receptor had a common structure and odorant quality. The
search for direct relationships between the structure of the
odorants and their odorant qualities has been the object of work
for nearly 20 years [Frater 1998, Kraft 2000], and has more
particularly concerned the odors of musk and sandalwood
(Chastrette et al. 1990, Chastrette et al. 1994, Buchbauer et al.
2004]. 3D-QSAR (Quantitative Structure Activity Relationships)
molecular modelisation studies have been proposed to try to
elucidate the odorant-receptor interaction but have only
concerned the groups of molecules with a same odorant note
[Yoshii and Hirono 1996, Bajgrowicz et al. 20031.If, recently, certain
authors have correlated the response to the olfactory sensorial
neurons (which express the ORs) of the drosophil with their
structure [Schmuker et al. 2007], others have not succeeded in
showing that the molecules having common molecular patterns
evoke the same odor [Laing et al. 2003]. In this context and to
answer our question, we performed a 3D-QSAR modelisation
study from the known ligands (activators or inhibitors) of the
OR1G1 receptor [Sanz et al. 2005). We then used the obtained
models to predict new odorant
ligands of this receptor, which
were experimentally validated.
Finally, we made a statistical
study with the objective of
establishing a link between the
activity of the odorants on the
OR1G1 receptor, their molecular
modelisation by the 3D-QSAR
approach and their odorant
description for human beings.

Results

» Structure-activity
relationships of the ligands of
the OR1G1 receptor

By means of a 3D-QSAR
approach, using the Catalyst
(Accelrys Inc.) software, we
modelized the three-dimensional
conformation adopted 00

“model-Z27"
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Fig.2 - Antagonisme de la vanilline

sur le récepteur OR1G1
Vanillinantagonism on OR1G1 odorant responses

Cellules récepteurs/Responding cells (%)

101 1 10 100
Dose de vanilline/Vanillin dose (uM)

Inhibition par la vanilline des répanses du récepteur OR1G1 & plusieurs de ses agonistes
Inhibition of OR1G1 responses to various agonists by vanillin

© vanilline seule/vaniliin alone

x vanilline + nonanal 10 pMAvanillin + 10 uM noranal

4 vanilline + y-decalactone 10 pM/vanillin + 10 pM + y-decalactone
= vanilline + 1-nonanol 10 pM/vaniflin + 10 M 1-nonanol

L'activité des odorants sur le récepteur OR1G1 est exprimée en nombre de cellules activées.
Odorant activity on OR1G1 is expressed as number of responding cells,

®®® de structure a été établi.
Les modeles obtenus pour chaque
groupe de ligands sont présentés
sur la figure 1.

Les deux modeles ont en commun
des caractéristiques chimiques
(zones hydrophobes et atomes
accepteurs de liaison hydrogéne),

Valeurs des activités* estimées et expérimentales
des nouveaux composes testés sur OR1G1

Estimated and experimental activity* values of new
tested compounds on OR1G1

® ® ® by the odorant ligands of the OR1G1 receptor.

For this purpose, we exploited the activity data of 95 odorant
molecules tested on the OR1G1 receptor [Sanz et al. 2005].

In considering the totality of the molecules, it was possible to
obtain a valid common model.We then used an original procedure
to identify several groups of ligands from the initial totality of the
molecules [Tromelin and Guichard 2003].In this way we were able
to show the existence of two groups of ligands (A36 and Z27), for
each of which a structure model was established.

The models obtained for each group of ligands are shown in
Figure 1.The two models have chemical characteristics in common
(hydrophobic zones and acceptor atoms of hydrogen connection),
but differ, however, by their geometry.The majority of the
molecules of group A can, in this way, be modelized by model Z,
but the molecules of group Z can not be modelized by model A.
Seeing that a ligand model resulting from a 3D-QSAR approach is
linked to a mode of interaction with the receptor, it follows that
the OR1G1 receptor seems to present two modes of interaction
with the odorants.

The two obtained models then made it possible to predict new
agonists for the OR1G1 receptor.These were all experimentally
validated by the functional expression of the OR1G1 receptor in
the human cells HEK293 (Human Embryo Kidney) and the
measurement of the odorant-receptor interaction signal by calcic
imagery [Sanz et al. 2008].

The table shows the good correlation between the estimated
values and experimental activity
values.

Furthermore, with the
knowledge of several
antagonists of the OR1G1
receptor, we were thus able to
predict the antagonist activity of
vanillin, which was also
confirmed experimentally as is

mais différent néanmoins par leur ;ﬁg::a"il ; :g
£ Py -Decen-1-of 8
geometrie. ) 3-Methyh1-pentanal 370
La plupart des molécules du | ymetylundecanal 69
groupe A peuvent de ce fait étre | 4-Phenyk-butan-1-ol 530
modélisées par le modéle Z, mais ;“;‘E‘lﬁym‘:‘:‘;::x:ﬁ“a' %
les rnolf’:cules du groupe Znepeu- | idnedodanone o
vent étre modélisées par le | cis4-Heven-1-ol 540
modele A. n-Butanal 640

Etant donné qu'un modele de i Activiy - 100=Kcths

ligand issu d'une approche
3D-QSAR est relié 2 un mode d'in-
teraction avec le récepleur, il en
découle que le récepteur OR1G1

miewx estimées en fonction du modéle utilisé.

atcording to the model used,

Les activités ont été estimées par les différents modéles. Les valeurs soulignées représentent les

Activities were estimated using the different models. Underlined values are the best estimated

24 23 Az shown in Figure 2.

51 36 Az

53 44 1 ]

5 73 v * The odorant quality

10 15 z of the ligands of

1 109 A the OR1G1 receptor

54 148 Az . . .

84 %6 Az In the aim of revealing the link

n 434 1 between the level of interaction
2 133 1 (inactive) of an odorant with respect to the

OR1G1 receptor and the odorant
perception that it generates for
human beings, we performed an
analysis of correspondence
between the activity of the

semble présenter deux modes

d’interaction avec les odorants.

Les deux modéles obtenus ont ensuite permis de prédire de nou-
veaux agonistes pour le récepteur OR1G1. Ceux-ci ont tous été
validés expérimentalement par l'expression fonctionnelle du
récepteur OR1G1 dans les cellules humaines HEK293 (Human
Embryo Kidney) et la mesure du signal d'interaction odorant-
récepteur par imagerie calcique [Sanz et al. 2008].

Le tableau montre la bonne corrélation entre les valeurs d'activité
estimées et les valeurs d'activité expérimentales.

En outre, connaissant plusieurs antagonistes du récepteur
ORI1GT1, nous avons aussi pu prédire l'activité antagoniste de la
vanilline, laquelle a aussi été confirmée expérimentalement
comme le montre la figure 2. o0

Eléments de recherche :

ligands on this olfactory receptor
and the description of their odor.The map resulting from the
analysis is shown in Figure 3.0n this map, the proximity of two
items reflects their degree of correspondence. It can therefore be
noted that the most active agonists which are grouped together
in the "strong" category have a common odorant quality
described by "rose" and "waxy" notes.This result thus supports
the hypothesis of a correspondence between the degree of
activation of an OR by an odorant and the odorant quality
perceived at the end of the cerebral integration. Furthermore, in
order to evaluate the statistical weight of this correspondence
between the agonist power of the odorants on the OR1G1
receptor and the "rose" and "waxy" notes, we made a series of
ANOVA (analysis of variance) between 13 describersused © @ ©®
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® @0 :Laqualité odorante des ligands

du récepteur OR1G1

Dans le but de révéler un lien entre le niveau d'interaction d'un
odorant vis-a-vis du récepteur OR1G1 et la perception odorante
qu’ll génére chez |'étre humain, nous avons réalisé une analyse de
correspondance entre lactivité des ligands sur ce récepteur olfac-
tif et la description de leur odeur.

La carte issue de I'analyse est représentée sur la figure 3. Sur cette
carte, la proximité de deux items refléte leur degré de correspon-
dance. On peut donc remarquer que les agonistes les plus actifs
qui sont regroupés dans la catégorie « strong » ont une qualité
odorante commune décrite par les notes « rose » et « waxy ».

Ce résultat soutient donc I'hypothése d’une correspondance entre
le degré d'activation d'un RO par un odorant et la qualité odorante
percue a l'issue de I'intégration cérébrale.

De plus, afin d'évaluer le poids statistique de cette correspondance
entre le pouvoir agoniste des odorants sur le récepteur OR1G1 et
les notes « rose » et « waxy », nous avons réalisé une série d’Anova
(analyse de la variance) entre treize descripteurs utilisés pour
décrire les odorants et leur activité sur le récepteur OR1G1. Ces
analyses confirment que seuls deux descripteurs « rose »
(p = 0,006) et « waxy » (p = 0,09) sont significativement liés a I'ac-
tivité. En d’autres termes, les odorants qui montrent une activité
élevée vis-a-vis du récepteur OR1G1 ont une probabilité signifi-
cative de générer une odeur de type « rose » ou « Waxy ».

Par ailleurs, nos travaux démontrent que 75 % des agonistes les
plus forts du récepteur OR1G1 sont des composés pouvant étre
modélisés a la fois par les modeles A et Z (composés que nous qua-
lifierons de type AZ) et que 83 % des agonistes forts de type AZ
portent les notes « rose », « waxy » ou « fatty ». Il apparait donc
que les meilleurs agonistes du récepteur OR1G1 sont en majorité
de type AZ et ont une odeur de type « rose », « waxy » ou « fatty ».
Cette observation a pu étre confirmée par une analyse statistique
(two-sided Fisher’s exact test) des descriptions olfactives des
ligands de type AZ versus les ligands autres (A ou Z exclusive-
ment).

Discussion-Conclusion

L'ensemble des résultats de cette étude permet
donc de soutenir I'hypothése selon laquelle il est
possible d’établir un lien entre la structure tridi-

® ® ® to describe the odorants and their activity on the OR1G1
receptor. These analyses confirm that only two describers, "rose"
(p =0.006) and "waxy" (p = 0.09), are significantly linked to the
activity. In other words, the odorants that show a high activity
with respect to the OR1G1 receptor have a significant probability
of generating a "rose” or "waxy" type odor.

Furthermore, our work demonstrates that 75% of the strongest
agonists of the OR1G1 receptor are compounds which can be
modelized by both A and Z models (compounds that we will
qualify as type AZ) and that 83% of AZ-type strong agonists have
"rose"”, "waxy" or "fatty" notes. It thus appears that the best
agonists of the OR1G1 receptor are in a majority of type AZ and
have a "rose", "waxy" or "fatty” type odor. This observation was
able to be confirmed by a statistical analysis (two-sided Fisher's
exact test) of the olfactory descriptions of the AZ-type ligands vs.
the other ligands (exclusively A or Z).

Discussion-Conclusion

All of the results of this study thus make it possible to support
the hypothesis according to which it is possible to establish a
link between the three-dimensional structure of the odorant
molecules, their level of activation of a given OR and the quality
of the odor that they generate.

Our work demonstrates, moreover, for the first time by a
3D-QSAR approach, that the odorant ligands of an OR can be
divided into two distinct groups as a function of the
conformation that they adopt in interaction with the receptor.
This suggests that the receptor can link the odorants in two
ways. Furthermore, we have shown that the agonists which have
the best activity with respect to the OR1G1 receptor have at the
same time a common structure and odorant quality.

This major result suggests that the OR1G1 receptor participates
in the coding of the odorant quality in question ("rose", "waxy"
or "fatty"). It's accepted that the coding of odors implies the
interaction of an odorant molecule with a specific Y X

Fig.3 - Analyse de correspondance entre les groupes

mensionnelle des molécules odorante, leur mveau
d’activation d’'un RO donné ct la qualité de I'odeur
qu'ils génerent

Nos travaux démontrent en outre pour la premiére
fois par une approche 3D-QSAR que les ligands odo-
rant d'un RO peuvent se répartir dans deux groupes

distincts en fonction de la conformation qu'ils adop-
tent en interaction avec le récepteur. Cela suggere
que le récepteur peut lier les odorants de deux
manieres.

De plus, nous avons mis en évidence que les ago-
nistes qui présentent la meilleure activité vis-a-vis
du récepteur OR1G1 ont 2 la fois une structure et
une quahté odorante communes.

Ce résultat majeur suggeére que le récepteur OR1G1

Dim2 : 31%

participe au codage de la qualité odorante en ques-
tion (« rose », « waxy » ou « fatty »). Il est admis que
le codage des odeurs mmplique l'interaction d’une
molécule odorante avec un groupe spécifique de ROs
Toutefois, nos travaux nous ameénent a formuler 'hy-

deligands de OR1G1
Correspondence analysis between groups of OR1G1 agonists
* cheese * 1058
04
Jerbacecus B STRONG
« fioral
WEAK o2 orel o waxy
* fruity
0.5 * o 1 s
gk olaty *OW
sweal ., im *winey ¢ cognac
MEDIUM
04
o
nully
Dim 1:69%

Analyse de correspondance entre les groupes de ligands de OR1G1 (décrits suivant leur activité) et leur description
odorante. La proximité d'un groupe (« weak » pour faiblement actif, « medium » pour moyennement actif,

ou « strong » pour fortement actif) et d'un descripteur odorant est interprétée en terme de correspondance.
Correspondence analysis between groups of OR1G1 agonists (based on activity) and their odor description.

The clasness of a group (weak, medium, or strong) and an odor descriptor is interpreted in terms of correspondence.

pothése suivante : si une molécule odorantc @@ @®
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@@ ctive tres fortement un RO, le poids de ce dernier dans
I'encodage de sa qualité odorante est élevé. C'est donc ce RO qui
serait majoritairement responsable de l'odeur percue in fine.

On peut ainsi supposer que parmi un groupe spécifique de ROs
activés par une molécule odorante, si certains sont activés forte-
ment, ils pourraient déterminer la note olfactive pergue majori-
tairement. Les autres récepteurs activés apporteraient quant a eux
de la spécificité et 'unicité de chaque odeur.

Cependant des travaux supplémentaires sont nécessaires pour com-
pléter ce modele du codage des odeurs, en étendant ce type d’étude
ad'autres récepteurs olfactifs et en identifiant les autres récepteurs
olfactifs activés par les agonistes forts du récepteur OR1G1.

Ces travaux ont été réalisés avec le soutien de la[Cosmetic|/alley.
This work was carried out with the support of the Cosmetic Valley.

Remerciements/Acknowledgements

Page 5/5

®®@® group of ORs. However, our work has led us to
formulate the following hypothesis: if an odorant molecule
very strongly activates an OR, the weight of the OR in the
encoding of its odorant quality is high. It is therefore this OR
that would be predominantly responsible for the odor
ultimately perceived.

We can thus suppose that among a specific group of ORs
activated by an odorant molecule, if certain ORs are strongly
activated, they could determine the predominantly perceived
olfactory note.The other activated receptors contribute the
specificity and uniqueness of each odor.

However, supplementary work is necessary to complete this
model of the coding of odors, in expanding this type of study
to other olfactory receptors and in identifying the other
olfactory receptors activated by the strong agonists of the
OR1G1 receptor. :
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