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LES ACIDES GRAS w3 A LONGUE CHAINE REDUISENT LA LIPOTOXICITE
INDUITE PAR LE PALMITATE EN MODIFIANT SON METABOLIS ME ET
SON STOCKAGE DANS LA CELLULE MUSCULAIRE C2C12.

A Lyon, le 11 Juin 2014



Contexte

Lobésité dans le monde
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Prévalence de I'obésité en France

ObEpi-Roche, 2012

IMC moyen : 25,4

Les causes

v’ Baisse activité Physique

v" Exces d'apport calorique par I'alimentation riclmeseicres simples et en lipides
[notammentcide gras saturégAGS)]

v Faible consommation d’AG polyinsaturés dont leesmeéga-3



Insulino-résistance lors d’un régime riche en graisses en sucres

Production de glucosesamuel et al. 2004 FOIE

’ (glycogénolyse / néoglucogenése)
Contenu en lipides (stéatose),
DG, céramidesScahova et al. 2012

TG (VLDL)

/ / Glucose

\ AGl, TG, gl .
Sang / ’ e \ AG libres

AG libres

Captation via LPL et

Relargage grace aux transporteurs d’acides
lipases ATGL et LHS '\ gras (FABPs, FATPs)
—
’ Lipolyse —

Gallagher et al. 201(

MUSCLE SQUELETTIQUE
TISSU ADIPEUX



Obésité et insulino-résistance musculaire

En condition physiologigque

¥ Le muscle capte 80% du glucose en réponse a latsgcr
d’'insuline apres un repas.

En cas d’insulino-résistance

¥ Diminution de la captation du glucose et de I'oxjalades
lipides.
Zhang et al. 2010

v’ Augmentation du contenu musculaire en triglycer(d«s),
diglycerides DG) et ceramides> lipotoxicite
Feng et al. 2012

v’ L'exces depalmitate participe a I'accumulation de lipides
(DG, céramides) et a I'insulino-résistance.
Chavez et al. 2003



Obesité, palmitate et insulino-résistance musculaire

_ ) Captation de
Palmitate Insulme Glucose

OOOOOOOOOOOOO 0000
0000

RS- PIP2

Palmitate
Chavez et al. 2003 \/U
PKCO PTEN

00000 OOOOOOOO
0000000000000

thr308 ser473

translocation

Mellor and"Parker 199 —
DG
038MAPK Lozan/fet al. 1994
céramides
GLUT4

Schéma général de la voie de signalisation de 'uige

DG : diglyceridesGLUT4 : glucose transporter 42S-1: insulin receptor substrate-1,
P13-K : phosphoinositide 3-kinaseDK : phosphoinositide-dependent kinase,

Akt : protein kinase BPKC : protein kinase CP?TEN : phosphatase and tensin
homolog.



Omeéga-3 :

précurseur et dérives
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Meyer et al.,
Journal of lipid research 2004
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Elongation et désaturation des acides gras oméga-3.

ALA : acide alpha-linoléniqgu&)HA : acide docosahexaénoiqiiehA : acide éicosapentaénoic
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Les oméga-3 et leurs bénéfices dans l'insulino-resistance

‘ Lipogenése (stéatosedim et al. 200¢ FOIE
Néoglucogenese

’ Oxydation des lipides

via PPARY Pawar et Jump 2003
& Relargage TG (VLDL)

& Captation AG libres et Glucose

Sang & AGlI, TG, glucose

Captation AG libres
& Relargage AG libres

TISSU ADIPEUX Synthés_e glycogéne
: - Absorption glucose Aas et al. 2006
’ Oxydation des lipides Captation des acides gras

Biogenése mitochondriale
Flachs et al. 2005

& Adipogénese ———o
Madsen et al. 2005 MUSCLE SQUELETTIQUE
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Objectifs

Dans un contexte de lipotoxicité musculaire induit@ar un AGS, le palmitate

|dentifierles effets propres de chague3 (ALA, EPA et DHA) a dose
équivalente et physiologique sur la réponse adlins.

. Suivrel’'orientation intracellulaire du [1- **C]-palmitate en présence de
chaqueaw3 et définir les classes de lipides altérees.

Rechercheles voies de signalisation et mécanismipliqués dans la
modulation de la réponse a I'insuline.



Matériels & Methodes : modele et protocole

Modeéle in vitro

® Cellules musculaires C2C12

Protocole expérimentale

Mise en culture | Prolifération Traitement Palmitate ~_ Collecte

Différenciation

DMEM +10%SVF 500UM +w3 50uM (Ce”mecs)(JMi“eUX)
> >
Jusqu’a 90% de confluence 5 jours 16 heures Traitement
radioactif
Analyses

® Western Blot : activations des kinases Akt, PICCBIAPKS
® Anisotropie : fluidité membranaire

e LC-MS : dosage des céramides

e Flux intracellulaire de palmitate marqué {fCG]-palmitate)



Matériels &Methodes : flux intracellulaire de palmitate marqué

Traitement radioactif des cellules

vy

Récupération Récupération des cellul
du milieu

Extraction des Lipides

Dosage du CO2 libéré

Comptage CAS (métabolites) CCM

Comptage radioactivitt .
Dosage des classes de lis &3 CAS

Oxydation

\@chondriale

SATG @ % Co,

& Diglycérides
\

&3 palmitate \

vy Phospholipides
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Résultats : Sensibilité a I'insuline

Phos

Insuhne

‘ Insulino-résistance
J induite par le

y palmitate

DG PKCt
céramides

Activation d’Akt (Thr308) Activation d’Akt (Ser473)
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Reésultats : Fluidité membranaire

Principe de I'anisotropie Mesure de fluidité membranaire
° b Rigidité membranaire
¥ O 115
b@ <e
'A@&Q’ g 110
S S = CTRL
Ve S
° ° © 105 - = PAL
# ° ALA
Lumlere~ . ) c
o o ‘:)-J’ 100 m EPA
Cellule Détecteur| & 9 = DHA
— 5
» DPH (fluorescent) 3
N ;e s [
Plus la lumiere est déviée plus| < 9
la fluidité est importante *p<0,05 vs PAL Fluidité membranaire

m) |'EPA et le DHAfavoriseraient la fluidité des membranegpouvant
jouer un role dans le bon fonctionnement de laa@esde signalisation de
I'insuline.
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Résultats : Oxydation du palmitate marqué

&3 Aprés3 heuresd’incubation avec du palmitate margu®:

Oxydation totale Oxydation partielle — Somme
(En % du contrdle) (En % du contrdle) (En % du controle)
140,00 120,00 a 140,00
a ap ab
120,00 100,00 - 120,00
100,00 I T T 4000 | 100,00 | = CTRL
80,00 - 80,00 | = PAL
60,00 - = ALA

60,00 - o 80,00 1 | m EPA
40,00 - ' 40,00 - - = DHA
20,00 - 20,00 1 20,00 -

0,00 - 0,00 - 0,00 -

‘ L'EPA et le DHA restaurent 'oxydation du palmitage’elle soit
partielle ou totalel’ALA n’a pas d’effet significatif sur ce
parametre
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Résultats : Accumulation de composes lipotoxiques

@ Accumulation de palmitate Accumulation de céramides
margué dans les diglycérides intracellulaires
b
140 - b = 12 T
) a ac < 2
o 120 o 1
£ "CTRL[ 3 o
s 0 sPAL | S g5 ©F
S s u e
_g = ALA % — 0,6 -
S0 = e E g 0,4
§ 40 =pHA| S E ]
ZD/ 20 - OC% o02-
O ~ o

O .

Réduction de la quantité de DG et de ceramidekepadrois
supplémentations en omégaspalmitate Effet plus marqué de 'EPA
sur la réduction des céramides

L
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Résultats : Inhibition de la voie de l'insuline par la PKC theta

Activation de la PKCO par les diglycérides
Insuline
s 1000,00 b
000 0000000 T 900,00 T
00000000 E 800,00
IRS-1 by Sips” ZED 700,00 = CTRL
\/ \ = __ 600,00
8 <C 500,00 - = PAL
13 thr308 ser47q ¥ T 400,00 - ALA
PKCe DC-; v3oo,oo . m EPA
DG c 4
;o
2 o’oo
S }

- L'EPA et le DHA inhibent I'activation de la PK&par le palmitatePas
d’effet significatif de 'ALA vspalmitate
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Résultats : Exploration de la signalisation

Activation des mitogen-activated protein kinase (MAPK)

ERK 1/2
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phospho-p38/ p38 totale
(U.A

350,00

300,00

250,00 -

200,00 -

150,00 -

100,00 -

50,00 -

0,00 -

p38MAPK

b b

- L'EPA et le DHA inhibent I'activation de la p38MAPHar le palmitate.

Pas d’effet de 'ALAvspalmitate
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Conclusion et perspectives (1)

EPA/DHA _ ALA A (it
vs palmitate ACS (EIES) vs palmitate (palmitate)
’ Oxydation \ DG \ céramides TG Oxydation \ DG \ céramides TG
N\ [ PKe N\, | p38MAPK PKC P38MAPK
2 2
Fluidite 4 sensibilité a rinsuline Fluidite Sensibilité & linsuline
membrane membrane
Captation glucose Captation glucose

Evaluation de la captation du glucose :
-Modéle C2C12 pas idéal, mais développement en cours

Réle de la p38MAPK dans l'insulino-résistance ?
‘Evaluer la sensibilité a I'insulinen présence d’'un inhibiteurde la p381l\7/IAPK



Conclusion et perspectives (2)

Captation de
Palmitate Insuline Glucose
000000000000

e e
IRS-1° " pip2  pip3~ 4

Palmitate " X \

PKCo PTEN thr3 ser473

translocation

e
/ PKC§
p38MAPK
ceramldes
GLUT4

¥~ Le palmitate induif’activation dela p38MAPKdans des hépatocytes murins.
Collins et al.,Journal of Biological Chemistry 2006

¥" La PKG3 induit I'activation dela p38MAPKdans des fibroblastes cardiaques.
Feng et al.British Journal of Pharmacology 2010

¥ Lap38MAPK activela kinasePTEN dans des cellules endothéliales humaines.

Shen et al.Journal of Biological Chemistry 2006
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