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Résumé 

Les maladies métaboliques ont pris une ampleur considérable dans le monde ces dernières 

décennies, telle que certains parlent à ce jour de pandémie. Le diabète de type 2 est l’une de 

celles qui progressent avec la plus importante prévalence. L'un des facteurs à l’origine du 

développement de cette physiopathologie est l’insulino-résistance. Il s'agit d'une altération de 

la réponse à l’insuline des tissus cibles tels que le muscle squelettique, le tissu adipeux et le 

foie, induisant une dérégulation de l'homéostasie du glucose. Les tissus sensibles deviennent 

incapables, entre autres, d'absorber adéquatement le glucose sanguin conduisant ainsi à 

l’établissement d’une hyperglycémie chronique. 

Les travaux présentés dans cette thèse ont pour objectif de caractériser le rôle de la protéine 

Growth-arrest specific 6 (GAS6) dans la dérégulation de l’équilibre glycémique et le 

développement de la résistance à l’insuline. 

GAS6 est une protéine γ-carboxylée sécrétée qui agit comme ligand pour la famille des 

récepteurs tyrosines kinases TAM comprenant : TYRO3, AXL et MERTK. GAS6 et ses récepteurs 

jouent un rôle essentiel dans le système immunitaire, la progression tumorale et les 

métastases cancéreuses. Cependant, des études récentes menées chez l’humain ont montré 

que les niveaux circulants de GAS6 ou des variations dans le gène GAS6 sont associés à 

l’hyperglycémie, la résistance à l'insuline et le risque de développer le diabète de type 2. 

Cependant, le mécanisme par lequel GAS6 influence ces désordres métaboliques reste 

méconnu. 

Dans une première étude, nous avons évalué, pour la première fois dans une cohorte de femmes 

canadiennes, la corrélation éventuelle entre les niveaux circulants de GAS6 et des facteurs de 

risque liés au diabète. Cette cohorte nommée MONET (Montréal and Ottawa New Emerging 

Team) est constituée de 126 femmes post-ménopausées, en surpoids ou obèses. Ces femmes ne 

sont pas diabétiques, mais présentent un risque plus élevé de développer la maladie à cause de 

leur poids et de leur statut sédentaire.  Nous avons constaté que les femmes ayant des taux élevés 

de GAS6 dans le sang ont une tolérance au glucose significativement plus faible que celles avec 

des niveaux plus faibles de GAS6. Par ailleurs, certains paramètres de dysfonctionnements 
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hépatiques (AST, ALT) et des marqueurs d’inflammation (IL-6) concordent positivement avec des 

taux élevés de GAS6. Nos résultats suggèrent que GAS6 pourrait être un biomarqueur de 

l’intolérance au glucose chez des patientes obèses et qu’il pourrait être associé à l’inflammation 

et à certains problèmes hépatiques, qui sont des facteurs impliqués dans le développement du 

diabète.  

Dans une seconde étude, à l’aide de modèles murins modifiés génétiquement, nous avons pu 

démontrer que la délétion du gène Gas6 est suffisante pour améliorer la sensibilité à l’insuline et 

la tolérance au glucose, sans affecter la sécrétion d’insuline. Par ailleurs, les souris déficientes 

pour GAS6 sont protégées contre la résistance à l'insuline induite par un régime alimentaire riche 

en graisses et en sucres. À l’inverse, l'augmentation in vivo des taux circulants de GAS6 est 

suffisante pour réduire la sensibilité à l'insuline. L'analyse de l'expression génique des récepteurs 

TAM dans les tissus sensibles à l’insuline a révélé qu’Axl est fortement exprimé dans le muscle 

squelettique. Dans une lignée de cellules musculaires, nous avons démontré que la voie de 

signalisation de GAS6-AXL affecte la réponse à l'insuline en inhibant la phosphorylation du 

récepteur de l'insuline (RI) et de son effecteur en aval AKT. Mécaniquement, AXL s'hétérodimérise 

avec le RI et GAS6 reprogramme les voies de signalisation en aval du RI dans les cellules 

musculaires. Il en résulte une activation accrue de la voie des Rab, notamment Rab7 induisant 

une internalisation de RI. Ensemble, ces résultats décrivent le mécanisme cellulaire par lequel 

GAS6 et AXL influencent la sensibilité à l'insuline. 

Finalement, nos derniers résultats soulignent un autre mécanisme d’action de GAS6 sur le 

métabolisme des cellules musculaires. Nous avons démontré, par protéomique, que GAS6 

augmente significativement les niveaux protéiques de plusieurs enzymes impliquées dans la 

glycolyse et la production de lactate. Le profil métabolique des cellules musculaires traitées avec 

GAS6 démontre une augmentation du niveau de la glycolyse anaérobique et de la production de 

lactate. Par ailleurs, nos résultats suggèrent que le lactate lui-même induit une inhibition de la 

phosphorylation du RI en réponse à l’insuline. Ainsi, GAS6, en reprogrammant les voies 

métaboliques et l’utilisation du glucose des cellules musculaires, favoriserait la production de 

lactate induisant une diminution de la sensibilité à l'insuline.  

Mots-clés : GAS6, AXL, intolérance au glucose, insulino-résistance, glycolyse.



 
 

Abstract 

Metabolic diseases have taken on a considerable scale in the world in recent decades, such that 

some speak of a pandemic. Type 2 diabetes is one of those diseases that progress with the highest 

prevalence. One of the factors behind the development of this pathophysiology is insulin 

resistance. It is an alteration of the insulin response of targeted tissues such as skeletal muscle, 

adipose tissue and liver, inducing dysregulation of glucose homeostasis. Sensitive tissues become 

incapable, among other things, of adequately absorbing blood glucose, thus leading to the 

establishment of chronic hyperglycemia. 

The work presented in this thesis focuses on characterizing the role of Growth-arrest specific 

protein 6 (GAS6) in the dysregulation of glycemic balance and the development of insulin 

resistance. GAS6 is a secreted γ-carboxylated protein that acts as a ligand for the TAM family of 

receptor tyrosine kinases including: TYRO3, AXL and MERTK. GAS6 and its receptors play an 

essential role in the immune system, tumor progression and cancer metastasis. However, recent 

studies in humans have shown that circulating GAS6 levels or variations in GAS6 gene are 

associated with hyperglycemia, insulin resistance and the risk of developing type 2 diabetes. 

However, the mechanism by which GAS6 influences these metabolic disorders remains unknown. 

In a first study, carried out for the first time in a cohort of Canadian women, we evaluated the 

potential correlation between circulating GAS6 levels and risk factors linked to diabetes. This 

cohort, named MONET (Montreal and Ottawa New Emerging Team), is composed of 126 post-

menopausal, overweight or obese women. These women are not diabetic but have high risks of 

developing the disease because of their weight and sedentary status. We found that women with 

high levels of GAS6 in the blood have significantly lower glucose tolerance than those with lower 

levels of GAS6. In addition, certain liver dysfunction parameters (AST, ALT) and inflammation 

markers (IL-6) positively correlated with high levels of GAS6. Our results suggest that GAS6 could 

be a biomarker of glucose intolerance in obese patients and be associated with inflammation and 

certain liver problems, which are factors involved in the development of diabetes.  
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In a second study, using genetically modified mouse models, we were able to demonstrate that 

deletion of the Gas6 gene was sufficient to improve insulin sensitivity and glucose tolerance, 

without affecting insulin secretion. Furthermore, GAS6-deficient mice were protected against 

insulin resistance induced by a diet high in fats and sugars. Conversely, in vivo, increase of GAS6 

circulating levels is sufficient to reduce insulin sensitivity. Analysis of TAM receptors gene 

expression in insulin-responsive tissues revealed that Axl is highly expressed in skeletal muscle. In 

a muscle cell line, we demonstrated that the GAS6-AXL signaling pathway affects the insulin 

response by inhibiting the phosphorylation of the insulin receptor (IR) and its downstream 

effector AKT. Mechanistically, AXL heterodimerizes with IR and GAS6 reprograms signaling 

pathways downstream of IR in muscle cells. This results in an increased activation of the Rab 

pathway, in particular Rab7, inducing an internalization of IR. Together, these results describe the 

cellular mechanism by which GAS6 and AXL influence insulin sensitivity. 

Finally, our latest results highlight another mechanism of action of GAS6 on muscle cell 

metabolism. We demonstrated by proteomics that GAS6 significantly increases the protein levels 

of several enzymes involved in glycolysis and lactate production. The metabolic profile of muscle 

cells treated with GAS6 demonstrates an increase in the level of anaerobic glycolysis and lactate 

production. Furthermore, our results suggest that lactate itself induces an inhibition of IR 

phosphorylation in response to insulin. Thus, GAS6, by reprogramming the metabolic pathways 

and the use of glucose in muscle cells, would promote lactate production inducing a decrease in 

insulin sensitivity. 

 

Key words: GAS6, AXL, glucose intolerance, insulin resistance, glycolysis. 

 

 

 



 
 

Préface 

Cette thèse a été rédigée sous un format hybride, composée de deux articles scientifiques en 

préparation pour soumission ainsi qu’un chapitre sur les derniers résultats obtenus. 

CHAPITRE 1: INTRODUCTION 

Le chapitre d’introduction présente les fondamentaux de la régulation du métabolisme glucidique 

dans un contexte physiologique et pathologique. Il souligne l’importance de mieux comprendre 

le mécanisme de développement de la résistance à l’insuline qui participe à l’apparition du 

diabète de type 2. Nous nous intéressons particulièrement à la protéine sécrétée GAS6 et son 

récepteur AXL ainsi que de leur implication dans le processus d’insulino-résistance musculaire.  

CHAPITRE 2: PREMIER ARTICLE  
 

Association between circulating GAS6 levels and glucose intolerance in overweight and obese 

postmenopausal women: a MONET study 

 Schott C, Rabasa-Lhoret R, Ferron M. 

Ce chapitre expose les données récoltées au sein d’une cohorte de femmes canadiennes post-

ménopausées en surpoids ou obèses. Cette étude humaine a permis de mettre en évidence des 

corrélations positives entre des niveaux élevés de GAS6 dans le sang et l’intolérance au glucose 

ainsi que des facteurs inflammatoires. Ce chapitre est écrit sous la forme d’un manuscrit 

actuellement en préparation pour soumission. 

CHAPITRE 3: SECOND ARTICLE 

GAS6 regulates glucose metabolism by inhibiting insulin receptor signaling 

Schott C, Germain A, Lacombe J, Faubert D, Boulais J, Côté JF, Ferron M. 

Ce chapitre porte sur le rôle de la protéine GAS6 dans l’homéostasie glucidique et le 

développement de la résistance à l’insuline. Nos résultats montrent que GAS6 affecte in vivo la 

sensibilité à l’insuline et in vitro que GAS6, via son récepteur AXL, inhibe et reprogramme la voie 

de signalisation de l’insuline dans les cellules musculaires. Cette partie de thèse est rédigée sous 
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la forme d’un article scientifique actuellement en préparation pour soumission dans le Journal of 

Cell Biology. 

CHAPITRE 4 : GAS6 FAVORISE LE METABOLISME LACTIQUE DANS LES CELLULES 

MUSCULAIRES  

Ce chapitre présente des données préliminaires démontrant que GAS6 et AXL altèrent le 

métabolisme glucidique des cellules musculaires en augmentant l'expression des enzymes 

glycolytiques et leur capacité glycolytique. Ces changements entrainent des niveaux plus élevés 

de lactate pouvant induire une inhibition de la réponse à l’insuline par ces cellules.  
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IGF-1 et 2: Insulin-like growth factor 1 et 2  

IKK: Inhibitor of nuclear factor κB kinase 

IL-1β : Interleukin-1β 

IL-6:  Interleukin-6 

IL2RA : Interleukin-2 receptor alpha 

IMC: Indice de Masse Corporelle 

INSIG: Insulin-induced gene 

IRS : Insulin receptor substrate /substrat du récepteur à l’insuline  

JAK: Janus Kinase 

JNK: c-Jun terminal kinase  

KO: Knock-out 

LAR:  Leukocyte common antigen related 

LDH: Lactate déshydrogénase  

LG : lamine G 

MAD2: Mitotic Arrest Deficient 2  

MAL: MyD88 adaptor-like 

MAP: Protéine associée aux microtubules 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 
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MGL: Monoacylglycérol lipase  

mLST8: mammalian lethal with SEC13 protein 8 

MODY: Maturity Onset Diabetes of the Young  

mTORC:  mammalian Target Of Rapamycin Complex 

NADH: Nicotinamide adénine dinucléotide  

NK: Natural Killer  

PDE3B: Phosphodiestérase 3B  

PDK1: 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 

PEPCK: Phosphoénolpyruvate carboxykinase 

PFK1/2: Phosphofructokinase 1/2  

PGC-1: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 

PH : Pleckstrin Homology/ Homologie de la Pleckstrine  

PHLPP: PH domain and Leucine rich repeat PP 

PIP2: phosphatidylinositol-4,5-diphosphate  

PIP3: phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate  

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase  

PK: Pyruvate kinase  

PKC: Protein kinase C 

PP : Protéines phosphatases  

PRAS40:  Proline-rich Akt substrate of 40 kDa 

PROS: Protéine S  

PTB : Phosphotyrosine binding domains / domaines de liaison à la phosphotyrosine 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10037694/
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PtdSer: Phosphatidylserines  

PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog 

PTP: Protéines tyrosine phosphatases  

PTPN22: Protein tyrosine phosphatase, non receptor type 22 
 

p70S6K: Ribosomal protein S6-kinase 1 
 

RAPTOR: Regulatory Associate Protein of mTOR 

RER : Réticulum Endoplasmique Rugueux  

RHEB: Ras homolog enriched in brain 

RI ou IR: Récepteur à l’insuline/ Insulin Receptor 

SCAP: SREBP cleavage activating protein 

SCD1: Stearoyl-CoA désaturase 1  

SHBG: Steroid hormone-binding globulin  

SHC: Src homology/collagen 

SHIP2: SH2-containing 5'-inositol phosphatase 2 

SHP2: SH2 domain protein tyrosine phosphatase 2 

SH2: Src Homology 2/ homologie Src 2 

SNARE: Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptoR 

SNP: Single-nucleotide polymorphism/ polymorphismes mononucléotidiques  

SOCS: Suppressor of cytokine signaling 

SOS: Son of Sevenless 

SREBP-1c: Sterol regulatory element binding protein 

STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3 
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TAM: TYRO3/AXL/MERTK 

TBC1D:  TBC1 domain family member  

TNFα: Tumour Necrosis Factor alpha  

TRAF: TNF receptor associated factor 

TSC: Tuberous Sclerosis Complex  

UDP: Uridine DiPhosphate  

VK: Vitamine K 

VKORC1: sous-unité 1 du complexe de la vitamine K époxyde réductase  

VLDL: Very Low-Density Lipoprotein 

ZnT8A: protéine de transport du zinc 8 

4E-BP1: Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1  
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L’objectif de cette thèse et des travaux de recherche menés est de mieux comprendre les 

mécanismes biologiques et moléculaires qui peuvent causer une insulino-résistance à l’origine 

d’une dérégulation de l’homéostasie glucidique ayant pour conséquence le développement du 

diabète.  

I- Diabète, homéostasie glucidique et dysfonctionnements de l’insuline 

A. Diabètes  

 

Le diabète est un trouble métabolique qui se caractérise par une hyperglycémie chronique, c’est-

à-dire un excès de glucose dans le sang, due à une altération de la sécrétion d’insuline par le 

pancréas et/ou à son action défectueuse sur les tissus périphériques sensibles.  

Le diagnostic se fait par mesure de la glycémie à jeun, test dynamique d’hyperglycémie provoquée 

par voie orale (HGPO, 75g de glucose) ou par mesure des taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c). 

Ainsi, une personne est considérée atteinte de diabète si sa glycémie à jeun est supérieure à 

7mmol/L, si son hyperglycémie dépasse 11.1mmol/L après le test de tolérance au glucose ou si le 

taux d’HbA1c surpasse le seuil de 48 mmol/L (6,5%) (1). 
 

Il est essentiel de mettre en emphase que le diabète a pris une ampleur considérable dans le 

monde au cours de ces dernières décennies, telle que nous pouvons parler de pandémie. En effet, 

en 2014, nous pouvions compter 438 millions de malades contre 108 millions en 1980.  Selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le diabète deviendrait en 2030, la 7ème cause de 

mortalité dans le monde. Néanmoins, pour appréhender la complexité de cette maladie, il est 

important de différencier les différentes catégories de diabètes. Dans cette thèse, nous allons 

aborder les deux types majeurs :  le diabète de type 1 (DT1) et plus particulièrement, le diabète 

de type 2 (DT2).  
 

Cependant, il est indispensable de mentionner que d’autres classes de diabète existent. 

Brièvement, nous recensons: le diabète gestationnel survenant pendant la grossesse, ce diabète 

réversible comprend des risques élevés pour la femme de développer par la suite le DT2 ; les 

diabètes appelés MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) qui sont d’ordre génétique et se 
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caractérisent par une transmission autosomique dominante de mutations affectant certains 

gènes impliqués dans le développement ou le fonctionnement des cellules bêta du pancréas ; et 

enfin les diabètes causés par des traitements pharmacologiques (ex : glucocorticoïdes, statines…) 

(2-5). 

1. Diabète de type 1 

 
Le diabète de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune qui se caractérise par la destruction des 

cellules β du pancréas, ayant pour conséquence une déficience grave dans la production et 

sécrétion d’insuline, menant ainsi à une hyperglycémie chronique. La perte des cellules β est 

causée à la fois par une réaction inflammatoire provoquée par l’infiltration dans les îlots de 

Langerhans, de lymphocytes T helper CD4 et de lymphocytes T cytotoxiques CD8 mais aussi par 

une réponse humorale des lymphocytes B, à l’origine d’auto-anticorps anti-cellules β (6). La 

présence sérique de plusieurs de ces anticorps dirigés contre des protéines pancréatiques comme 

l’insuline, l'enzyme acide glutamique décarboxylase (GAD65), la tyrosine phosphatase IA2, ainsi 

que la protéine de transport du zinc (ZnT8A), est associée au développement du DT1 et est utilisée 

comme biomarqueur pour le diagnostic (7). 

 

Les causes pouvant expliquer la perte des cellules β et l’apparition du DT1 ne sont pas clairement 

établies. Cependant, l’hypothèse émise serait une association complexe entre des prédispositions 

génétiques et des facteurs environnementaux. Parmi les variations génétiques, les plus 

fréquentes sont celles localisés sur le chromosome 6 concernant les gènes du système HLA de 

classe II (Human Leucocyte Antigen) impliqué dans la présentation antigénique aux lymphocytes 

T pour initier une réponse immunitaire adaptative. Ces polymorphismes HLA représentent 

environ 50% des susceptibilités génétiques à développer le DT1 et une majorité de personnes 

atteintes du DT1 possèdent les haplotypes HLA-DR3 et /ou HLA-DR4 (8). Néanmoins, d’autres 

gènes non-HLA, avec certes des prédispositions plus faibles, ont été identifiés comme IDDM2 

(Insulin dependent diabetes mellitus 2), celui de l’antigène 4 du lymphocyte T cytotoxique CTLA-

4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), de PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non receptor 

type 22) codant pour la tyrosine phosphatase exprimée dans les tissus lymphoïdes, ou encore, du 
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récepteur à l’interleukine 2 alpha IL2RA (Interleukin-2 receptor alpha) (9). Il s’agit principalement 

de gènes impliqués dans le système immunitaire qui pourraient être à l’origine de cette réponse 

défensive défectueuse. Toutefois, les variations génétiques ne peuvent expliquer à elles seules 

l’apparition de la maladie et aucun gène unique n’est responsable du DT1. Par ailleurs, il a été 

constaté, chez des jumeaux monozygotes, que lorsque l’un est atteint du DT1 le second a environ 

30 à 50% de risques de le développer à son tour. Cette concordance traduit le fait que le DT1 n'est 

pas uniquement lié à la génétique et supporte l’implication potentielle de facteurs externes. À ce 

jour, nous ne pouvons certifier du rôle des facteurs environnementaux dans l’étiologie du DT1 

mais certains présentent une corrélation élevée avec le développement de la physiopathologie. 

Nous dénombrons des facteurs liés au style de vie comme l’alimentation, l’exposition aux 

polluants ou d’éventuelles carences comme celle en vitamine D ou des infections virales (10).  

Ce diabète insulino-dépendant touche environ 5 à 10% de la totalité des personnes diabétiques. 

En revanche, il représente 80 à 90% des cas de diabète chez les enfants et les adolescents.  Ainsi, 

le DT1 est l’une des maladies infantiles d’origine endocrinienne les plus communes et a été appelé 

« diabète juvénile » pendant de nombreuses années.  

 

L’insulinothérapie reste actuellement le traitement principal des patients DT1, consistant à des 

injections d’insuline plusieurs fois par jour pour compenser la perte de production de l’hormone 

endogène. Cependant, des avancées techniques et thérapeutiques tentent d’ouvrir la voie à de 

nouvelles possibilités de traitements telles que la greffe de pancréas ou d’îlots de Langerhans.  

 

2. Diabète de type 2 

Le diabète de type 2 (DT2) est la forme de diabète la plus fréquente, affectant 90% des 

diabétiques dans le monde. L’hyperglycémie chronique du DT2 résulte d’une conjonction de deux 

dysfonctionnements : un défaut dans la sécrétion de l’insuline par les cellules β du pancréas, 

associée à une altération de la réponse à l’insuline par les tissus périphériques sensibles, nommée 

insulino-résistance.  
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Les facteurs de risques : 

L’origine du DT2 n’est pas encore à ce jour totalement élucidée.  Les causes de la physiopathologie 

résultent d’une interaction étroite entre des facteurs génétiques et environnementaux. Cette 

combinaison multifactorielle complexe s’explique par l’ambivalence de la réponse aux facteurs 

de risques en fonction des personnes. En effet, il est important de préciser que les prédispositions 

génétiques n’induisent pas forcément l’apparition du phénotype diabétique à moins que des 

facteurs environnementaux, notamment liés au mode de vie, soient également impliqués. À 

l’inverse, la manière dont les individus répondent aux facteurs environnementaux peut être en 

partie définie par leur susceptibilité génétique à l'obésité ou au DT2.                                           

Ces paramètres peuvent être classifiés en deux catégories distinctes : les facteurs non-modifiables 

et modifiables. 

Facteurs non-modifiables : les prédispositions génétiques, l’ethnicité, les antécédents de diabète 

gestationnel ou l`âge. 

Les prédispositions génétiques sont une composante importante de l’apparition de la                 

physiopathologie. L’éventualité de développer le DT2 d’un point de vue génétique est 

étroitement liée à l’héritabilité familiale. Il a ainsi pu être estimé que le risque s’élevait à 40% pour 

une personne dont l’un des parents était atteint de DT2, pour atteindre 70% lorsque les deux 

parents étaient malades, contre seulement 6% dans la population globale (11). Récemment, 

plusieurs études d’association pangénomique de grande envergure (genome-wide association 

study, GWAS) ont permis d’identifier approximativement 700 loci fortement associés avec le 

risque de DT2 (12-15).  La plupart des polymorphismes mononucléotidiques (Single-nucleotide 

polymorphism : SNP) identifiés sont impliqués dans la fonction des cellules β des îlots de 

Langherans et vont perturber la sécrétion de l’insuline (12). Malgré ces découvertes, 

actuellement, les prédispositions génétiques identifiées n’expliquent que 20% des cas de DT2. Il 

est donc nécessaire d’approfondir l’identification de ces variations génétiques et aussi d’étendre 

les études pangénomiques à différentes ethnicités pour disposer d’un spectre plus représentatif.  

Par ailleurs, l’origine ethnique représente également un facteur de risque important puisque 

certaines populations non-caucasiennes ont des probabilités plus élevées de développer le DT2 
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(16). À cette susceptibilité génétique s’ajoute les antécédents de diabète gestationnel. Ce 

paramètre constitue un risque à la fois pour la mère d’être atteinte du DT2 dans les années qui 

suivent mais aussi pour son enfant qui est plus susceptible de développer de l’obésité ou du DT2 

(17). Enfin, dans les paramètres non-modifiables, on peut répertorier que l’incidence du DT2 

augmente avec l’âge puisque les individus âgés de 45 ans et plus sont à plus haut risque.  

Néanmoins, d’autres facteurs notamment modifiables et surtout liés à nos modes de vie, ont joué 

un rôle majeur dans l’augmentation du nombre de cas du DT2.   

Facteurs modifiables: activité physique, alimentation, obésité/surpoids, alcool, tabagisme, 

pollution, microbiote intestinal…  

Au cours des dernières décennies, l’augmentation de la prévalence du diabète est liée à un 

changement indiscutable de notre style de vie, devenu plus sédentarisé et accompagné d’une 

alimentation riche en sucres et en graisses. En effet, l'obésité, le régime alimentaire et le manque 

d’activité physique sont les principaux facteurs de risque modifiables responsables du DT2 (18). 

L’ampleur pandémique du DT2 est étroitement associée à une augmentation accrue des cas 

d’obésité. Environ 80% des diabétiques de type 2 sont en situation d’obésité ou de surpoids (19). 

Un indice de masse corporelle élevé constitue un risque mais il s’agit plus spécifiquement d'une 

augmentation de l'obésité viscérale et/ou de la graisse ectopique qui seraient en cause via 

l’apparition d’insulino-résistance (20). De plus, la consommation d’alcool, le tabagisme ou la 

pollution s’inscrivent aussi dans la liste des facteurs environnementaux à risque, en lien avec notre 

qualité de vie, qui engendrent une augmentation du risque de développer le DT2 (21-24). 

Des études récentes mettent aussi en cause le microbiote intestinal, qui constitue l’ensemble des 

microorganismes présents dans l’intestin. Une dysbiose dans cet important écosystème 

majoritairement bactérien pourrait être causale quant à certains troubles métaboliques.  De 

nouvelles recherches menées tentent de prouver que le microbiote intestinal est impliqué dans 

la progression du DT2.  En effet il a été montré que les personnes souffrant du DT2 possédaient 

un microbiote altéré (25, 26).  
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Traitements possibles  

Ces facteurs modifiables ne sont toutefois pas à négliger, puisque plusieurs études ont démontré 

que des changements de régime alimentaire et une augmentation de l’exercice physique 

pouvaient prévenir le DT2 et améliorer la gestion de la maladie (27). Si les modifications du mode 

de vie ne sont pas envisageables, un traitement pharmacologique (ex : metformine, inhibiteurs 

SGLT2, analogues de l’incrétine glucagon-like peptide-1 (GLP-1)) et/ou des injections d’insuline 

peuvent constituer une stratégie pour maintenir la glycémie aussi près que possible de la normale 

et pour retarder ou éventuellement prévenir l'apparition de problèmes de santé liés au diabète 

(28). 

Cependant, il est indispensable de souligner qu’aucune thérapie curative contre le DT2 n’existe 

actuellement. 

Mieux comprendre pour y remédier 

Pour conclure, le diabète de type 2 est une maladie chronique, multifactorielle et complexe. 

L’augmentation exponentielle du nombre de cas, la prise en charge des soins et notamment des 

complications liées à la maladie constituent un problème majeur de santé publique. Par ailleurs, 

malgré le fait que l’âge soit un facteur de risque, les évidences récentes montrent que de plus en 

plus de personnes jeunes et même des enfants sont touchés par la maladie (29). Le DT2 devient 

donc une préoccupation sanitaire, économique, financière et surtout sociétale. Il est 

indispensable pour y remédier de mieux comprendre et appréhender les processus 

physiologiques, cellulaires et moléculaires de cette maladie.  

En résumé, les différents types de diabète sont le résultat d’une défaillance des mécanismes de 

régulation de l’homéostasie glucidique.  
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B. Régulation de l’homéostasie glucidique  

1. Homéostasie glucidique  

L’homéostasie est définie comme un processus de régulation par lequel un système parvient à 

maintenir un équilibre en dépit des contraintes extérieures. Il en est ainsi de même avec 

l’homéostasie glucidique. L’organisme oscille entre les moments de jeûne et les apports nutritifs 

et tente de maintenir les taux de glucose sanguin (glycémie) à une valeur physiologique de 

référence, autour de 4 à 7 mmol/l. Cet équilibre est essentiel et même vital. Un dérèglement trop 

fort menant à une hypoglycémie sévère peut aboutir au décès de la personne. À l’inverse, une 

hyperglycémie prolongée, comme dans le cas des personnes diabétiques, peut conduire au 

dysfonctionnement de différents organes et au développement de complications d’ordre 

microvasculaires comme la rétinopathie (yeux), la neuropathie (système neurologique) et la 

néphropathie (reins), mais également des dommages plus graves tels que des infarctus ou des 

accidents vasculaires cérébraux (AVC) (30). 

La régulation de la glycémie fluctue en fonction des apports glucidiques externes.  En période 

post-prandiale, c’est-à-dire après un repas, le glucose provenant de l’alimentation sera absorbé 

par les organes et utilisé comme source d’énergie. Certains tissus seront capables de mettre en 

réserve une partie du glucose. Le muscle squelettique et le foie sont capables de convertir le 

glucose sous forme de glycogène alors que le tissu adipeux et le foie vont le stocker en 

triglycérides. En période de jeûne, ces réserves sont mobilisées par le muscle et le tissu adipeux 

pour leur propre usage. Le foie quant à lui est un organe clé et joue un rôle central dans la 

régulation glycémique. Il est le seul organe apte à libérer dans le sang du glucose produit à partir 

de l’hydrolyse de ses réserves glycogéniques, permettant ainsi d’approvisionner d’autres organes 

et notamment le cerveau.   

Cet équilibre glycémique est maintenu par la coordination de l’ensemble des réponses des 

organes régulateurs comme le foie, le tissu adipeux et le muscle squelettique. Cette 

communication inter-tissulaire est régulée par des hormones spécifiques provenant du pancréas 

(Figure 1).  
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2. Régulation par le système endocrinien pancréatique   

 Le pancréas est une glande amphicrine, en d’autres termes, qui possède à la fois une fonction 

exocrine et endocrine. La partie exocrine est composée de cellules acinaires impliquées dans la 

production et sécrétion d’enzymes digestives. Le pancréas endocrinien est constitué par les îlots 

de Langerhans qui regroupent les cellules responsables de la sécrétion des principales hormones 

régulatrices du métabolisme glucidique : le glucagon et l’insuline. Ces deux hormones ont des 

rôles antagonistes permettant, respectivement, d’augmenter ou de diminuer la glycémie. Pour 

cela, l’insuline et le glucagon vont influencer les différentes étapes du métabolisme glucidique 

comme le transport mais aussi les voies métaboliques d’utilisation, de stockage (glycolyse et 

glycogénogenèse) ou encore de production endogène de glucose (glycogénolyse, 

néoglucogenèse).  

a) Le glucagon : une hormone hyperglycémiante 

Le glucagon est une hormone polypeptidique de 29 acides aminés, sécrétée par les cellules α des 

îlots de Langerhans du pancréas. La synthèse du glucagon est régulée par différentes étapes de 

clivage protéolitique. En effet, le gène GCG code pour le précurseur du glucagon, le 

préproglucagon qui est également à l’origine de la synthèse des incrétines : GLP-1 et GLP-2 qui 

sont quant à elles sécrétées par les cellules endocrines de l’épithélium intestinal. Le 

préproglucagon perd son peptide signal via la signal peptidase pour donner le proglucagon qui 

lui-même est clivé par la proprotéine convertase 2 pour générer le glucagon (31).  

Le glucagon est une hormone hyperglycémiante, c’est-à-dire que sa fonction est d’augmenter les 

niveaux de glucose dans le sang. La sécrétion du glucagon est principalement régulée par les 

variations des taux de glucose sanguin. Ainsi, la baisse des niveaux de glucose dans le sang, un 

jeûne prolongé ou l’exercice physique sont des facteurs stimulateurs de sa sécrétion. Une fois 

libéré dans la circulation sanguine, le glucagon se lie à son récepteur membranaire GCGR, de la 

famille des récepteurs couplés à la protéine G. Ce récepteur est abondamment exprimé dans le 

foie et les reins.  
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Effets du glucagon  

Pour élever les niveaux de glucose sanguin et maintenir une glycémie normale, le glucagon 

augmente la production de glucose hépatique en stimulant la glycogénolyse et la néoglucogénèse 

hépatique et en diminuant la glycolyse et la glycogénogenèse.   

b) L’insuline : la seule hormone hypoglycémiante  

L’insuline joue un rôle central et fondamental dans la régulation de la glycémie puisqu’elle est la 

seule hormone de l’organisme dite hypoglycémiante. 

L’insuline est synthétisée et sécrétée par les cellules β contenues dans les îlots de Langherans. 

Cette hormone peptidique composée de 51 acides aminés est disposée en deux chaines : A (21 

acides aminés) et B (30 acides aminés) reliées par deux ponts disulfures. Similairement au 

glucagon, l’insuline est synthétisée à partir de la maturation de précurseurs intermédiaires dans 

la voie de sécrétion. Le gène INS code pour la forme inactive du précurseur préproinsuline (110 

acides aminés), qui est synthétisé par les polyribosomes liés au réticulum endoplasmique rugueux 

(RER). Une fois entré dans le RER, le peptide signal du préproinsuline est éliminé par la signal 

peptidase pour former la proinsuline (32). La proinsuline possède 86 acides aminés et est formée 

des deux chaînes A et B reliées par un peptide de connexion, appelé peptide C. La proinsuline 

acquiert ensuite des modifications conformationnelles par la formation de ponts disulfures puis 

transite via l’appareil de Golgi jusqu’à des vésicules immatures nommées vésicules sécrétoires 

recouvertes (de clathrine). À l'intérieur de ces vésicules, les protéines convertases PC2 et PC1/3 

sont responsables de la transformation endoprotéolytique de la proinsuline en insuline et en 

peptide C (33). L’insuline et le peptide C sont alors stockés dans des granules sécrétoires lisses 

(matures, sans clathrine) un processus d’acidification et seront libérés dans le sang en quantité 

équimolaire (34).  

Le glucose est un régulateur important de l’insuline puisqu’il affecte à la fois sa biosynthèse mais 

aussi sa sécrétion. En effet, les niveaux de glucose régulent la transcription du gène codant pour 

l’insuline et promeut la stabilité de l’ARNm de la proinsuline (35-37).  
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Cependant, le principal effet du glucose concerne la stimulation rapide de la sécrétion d’insuline 

par exocytose. En d’autres termes, les granules contenant l’insuline fusionnent avec la membrane 

plasmique pour délivrer l’insuline à l’extérieur de la cellule. La sécrétion d'insuline est caractérisée 

comme biphasique, décrivant ainsi une première étape rapide et immédiate de courte durée 

suivie par une phase de sécrétion soutenue et prolongée. La première phase est assurée par un 

réservoir de vésicules accolées à la membrane plasmique et qui sont donc immédiatement 

mobilisables. L’exocytose de ces granules est régulée essentiellement par une élévation de la 

glycémie. Le glucose entre dans les cellules β du pancréas et se trouve métabolisé dans le but de 

générer de l’énergie sous forme d’adénosine triphosphate, ATP, via les voies métaboliques de la 

glycolyse couplée au cycle de Krebs et à la phosphorylation oxydative. L’augmentation des 

niveaux d’ATP et plus particulièrement du ratio ATP/ADP (adénosine diphosphate) induit une 

dépolarisation de la membrane plasmique à la suite de la fermeture des canaux potassiques 

sensibles à l’ATP. La dépolarisation entraine alors l’ouverture des canaux ioniques Ca2+ voltages-

dépendants provoquant une augmentation de la concentration calcique intracellulaire. Le calcium 

est un régulateur important des protéines impliquées dans l’exocytose, les SNARE (soluble N-

ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor). Ce processus de sécrétion est 

médié par un complexe constitué de SNARE (v-SNARE) présentes à la membrane des vésicules 

d’insuline et de SNARE (t-SNARE) situées au niveau de la membrane plasmique. Lors de l’élévation 

des taux de calcium intracellulaire, la synaptotagmine, une protéine senseur au Ca2+, est activée, 

et permet la liaison des complexes SNARE facilitant la fusion. Par ailleurs, en augmentant les 

niveaux d’ATP intracellulaires, le glucose augmente aussi l’activité des kinésines, responsables du 

transport le long des microtubules des vésicules plus éloignées, induisant la deuxième phase de 

sécrétion (38). 

Pour conclure, le glucose est le principal régulateur de la capacité de sécrétion d’insuline. 

Néanmoins, d’autres facteurs comme les acides aminés (glutamine et leucine), les acides gras ou 

différentes hormones (œstrogènes, GLP-1, adiponectine, ostéocalcine) peuvent également 

participer à cette stimulation.  
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Effets de l’insuline  

L’insuline est classifiée comme étant une hormone hypoglycémiante et anabolisante. Pour 

diminuer la glycémie, l’insuline favorise le transport intracellulaire du glucose, l’utilisation du 

glucose à des fins énergétiques, ainsi que sa mise en réserve sous forme glycogénique. À l’inverse, 

elle inhibe les voies de mobilisation et production de glucose endogène. L’insuline assure 

également d’autres fonctions anabolisantes telle que l’induction de la synthèse protéique et 

lipidique.  

L’insuline circulante se lie au récepteur à l’insuline (RI), un récepteur transmembranaire à activité 

tyrosine kinase exprimé dans la majorité des tissus. Cependant, son action régule l’homéostasie 

glucidique en agissant en particulier sur le muscle squelettique, le tissu adipeux et le foie, qualifiés 

de tissus insulino-sensibles. Les mécanismes moléculaires seront détaillés lors de la description 

des différentes voies métaboliques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Balance énergétique et homéostasie glucidique. 

Adapté de (39) 

La régulation de la glycémie entre les périodes d’apports et de dépenses est assurée par le 

glucagon et l’insuline qui agissent principalement sur le foie, le muscle squelettique et le tissu 

adipeux. Pour compenser la baisse de la glycémie, le glucagon est sécrété par le pancréas pour 

stimuler la glycogénolyse, la néoglucogenèse et la lipolyse afin d’augmenter les niveaux de 

glucose circulants.  À l’inverse, lorsque la glycémie augmente, le pancréas sécrète l’hormone 

hypoglycémiante qui est l’insuline favorisant ainsi l’absorption du glucose par le muscle 

squelettique et le tissu adipeux de même que la glycogénogenèse hépatique.
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3. Le transport du glucose  

Pour maintenir l’homéostasie glucidique et combler les besoins énergétiques des différents 

tissus, le glucose doit pouvoir être échangé entre la circulation sanguine et les cellules de 

l’organisme. Néanmoins, au vu de sa nature hydrophile, le glucose ne peut franchir directement 

la membrane plasmique et pénétrer dans les cellules par simple diffusion. La grande majorité des 

cellules importent le glucose par un processus de diffusion facilitée médiée par des protéines de 

transport membranaire de la famille des GLUT (Glucose Transporters). Il existe plusieurs 

isoformes de transporteurs GLUT dont l’expression diffère selon le type tissulaire et qui 

présentent des affinités variables pour le glucose.   

 

             GLUT 1,2 et 3 : transporteurs de l’absorption basale du glucose et détecteurs de glucose 

GLUT1 et GLUT3 sont des transporteurs de glucose présentant une très forte affinité pour le 

glucose (Km ~1–2 mM) qui aident à l'absorption basale du glucose (40).  

GLUT1 est considéré comme le transporteur principal responsable de l'absorption basale du 

glucose dans de nombreux types de cellules. Son expression est particulièrement élevée dans les 

érythrocytes, les cellules endothéliales et le cerveau.  

GLUT3 est celui qui présente la plus haute affinité pour le glucose et a notamment été caractérisé 

pour faciliter le transport du glucose au niveau des neurones.   

Ainsi, GLUT 1 et 3 sont essentiels pour assurer une absorption constante et suffisante en glucose 

dans les tissus gluco-dépendants, notamment les neurones et les érythrocytes, qui ont de forts 

besoins énergétiques mais sont incapables d’emmagasiner le glucose sous forme de glycogène.   

 

GLUT2 est le transporteur présentant l’affinité la plus faible pour le glucose (Km ~ 15-20 mM). Il 

peut ainsi agir comme un senseur des niveaux glycémiques. Il est exprimé principalement dans 

les hépatocytes et les cellules β du pancréas. Ainsi, en condition hyperglycémique, GLUT2 permet 

l’entrée du glucose dans les cellules β pour stimuler la sécrétion d’insuline. À l’inverse en 

condition de jeun, le glucose hépatique est exporté via GLUT2 vers la circulation sanguine. (41) 
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 Spécificité de GLUT4 : première cible de l’action hypoglycémiante de l’insuline 

GLUT4 est un transporteur de glucose à forte affinité qui a la particularité d’être insulino-

dépendant. GLUT4 est exprimé dans le cœur et dans les tissus sensibles à l’insuline comme le tissu 

adipeux et particulièrement dans le muscle squelettique. La particularité de GLUT4 est qu’il n’est 

pas localisé en tout temps au niveau de la surface cellulaire contrairement aux autres types de 

GLUT. Il est séquestré au niveau de vésicules intracellulaires et sa translocation vers la membrane 

plasmique est stimulée par le signal de l’insuline, entrainant ainsi une augmentation significative 

de 10 à 20 fois du transport du glucose (42-44). Les niveaux de GLUT4 sont déterminants pour 

l’absorption du glucose et le maintien de l’homéostasie glucidique à l’échelle de l’organisme. En 

effet, GLUT4 est le transporteur de glucose le plus fortement exprimé dans le muscle 

squelettique, organe indispensable à la clairance du glucose vu qu’il est responsable d’environ 

80 % de l'absorption du glucose post-prandiale (45). Par ailleurs, les souris déficientes pour GLUT4 

dans le muscle squelettique présentent une diminution d’environ 55% de l’absorption du glucose 

conduisant à un phénotype hyperglycémique (46). À l’inverse, les souris transgéniques 

surexprimant GLUT4 au niveau du tissu adipeux ou du muscle squelettique démontrent une 

meilleure tolérance au glucose (47, 48). GLUT4 et sa régulation par l’insuline sont d’une 

importance cruciale pour une diminution de la glycémie et le maintien de l’homéostasie 

glucidique.  
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4. Le métabolisme glucidique : le devenir du glucose   

a) Condition post-prandiale 

En condition post-prandiale, l’augmentation de la glycémie induit une stimulation de la sécrétion 

de l’insuline. L’insuline assure son action hypoglycémiante en affectant différentes voies 

métaboliques passant de l’entrée du glucose au contrôle de son devenir dans la cellule, comme 

son utilisation ou sa mise en réserve.  

 

1. Séquestration du glucose intracellulaire  

L’augmentation de l’entrée du glucose à l’intérieur de la cellule entraine une modification du 

gradient de concentration. Pour éviter une sortie vers le milieu extracellulaire, le glucose subit 

une première étape de phosphorylation pour être converti en glucose-6-phosphate. Cette 

réaction permet une séquestration du glucose intracellulaire et est assurée par l’enzyme 

hexokinase ou par la glucokinase dans le foie et les cellules β du pancréas.                                                                    

La réaction inverse est médiée par l'enzyme glucose-6-phosphatase qui est exprimée dans le foie, 

permettant une sortie du glucose vers la circulation sanguine en cas de jeûne.  

 

Le glucose-6-phosphate nouvellement synthétisé devient le substrat précurseur de plusieurs 

voies métaboliques possibles :  

- La Glycolyse (suivie par le cycle de Krebs ou la production de lactate), afin de générer de 

l’énergie indispensable au fonctionnement cellulaire. 

- La Glycogénogenèse ou la Lipogenèse, pour une mise en réserve du glucose sous forme 

de glycogène ou de lipides, pour une utilisation ultérieure en cas de jeun. 

- La voie des pentoses phosphates, dans laquelle le glucose permet de générer le ribose 

utilisé dans la synthèse des acides nucléiques.  
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             2. Utilisation du glucose  

 

2.1. Glycolyse 

 

La glycolyse est un processus métabolique primordial dans la survie de l’organisme puisqu’elle 

permet, à partir du glucose, la production d’ATP, la principale source d’énergie pour assurer les 

fonctions cellulaires et réactions enzymatiques. Par ailleurs, la glycolyse est l’unique voie 

productrice d’énergie pour les cellules gluco-dépendantes tel que les érythrocytes. 

La glycolyse est une voie métabolique qui se déroule dans le cytoplasme des cellules et a la 

particularité de pouvoir avoir lieu en condition anaérobique, en d’autres termes elle ne nécessite 

pas la présence d’oxygène.  

La glycolyse consiste en une série de dix réactions enzymatiques qui induisent la conversion d’une 

molécule de glucose à 6 carbones en deux molécules pyruvates à 3 carbones accompagnée de la 

synthèse de 2 ATP et de métabolites intermédiaires.    

Le bilan énergétique final de la glycolyse se résume par la formule suivante :  

 

              Glucose + 2ADP + 2 Pi+ 2NAD+ → 2 Pyruvates + 2ATP + 2 NADH;H+ + 2H2O 

 

Pour une représentation plus complète, les différentes étapes de la glycolyse sont détaillées dans 

la Figure 2.  

La plupart des réactions qui induisent la formation du pyruvate à partir de glucose sont dites 

réversibles, elles peuvent ainsi intervenir en sens inverse. Les enzymes responsables de ces 

réactions sont donc à la fois impliquées dans la glycolyse et dans la néoglucogenèse (formation 

de glucose à partir de pyruvate).  

Néanmoins, trois étapes sont qualifiées d’irréversibles et sont donc assurées par des enzymes 

différentes entre les deux voies métaboliques. Ces enzymes sont impliquées dans les réactions 1, 

3 et 10 de la glycolyse et sont la cible de régulation métabolique. 
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Étape 1:  Phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate par l’Hexokinase ou la Glucokinase.  

                                        Glucose + ATP → Glucose-6-phosphate + ADP 

Il s’agit de la première étape de la glycolyse, précédemment évoquée, qui consiste à retenir le 

glucose à l’intérieur de la cellule. Pour avoir lieu, cette réaction nécessite la consommation d’une 

molécule d’ATP. 

 

Étape 3 : Phosphorylation du fructose-6-phosphate en fructose-1,6-bisphosphate par la 

Phosphofructokinase 1 (PFK1).  

Fructose-6-phosphate + ATP → Fructose-1,6-biphosphate + ADP 

La phosphofructokinase 1 est une enzyme allostérique dont l’activité peut être stimulée par le 

fructose-2,6-bisphosphate métabolisé via l’enzyme phosphofructokinase 2 (PFK2).  

 

Étape 10 : Transfert du phosphate du phosphoénolpyruvate pour former le pyruvate par la 

Pyruvate kinase (PK).  

Phosphoénolpyruvate + ADP → Pyruvate + ATP 

Il s’agit de la réaction finale de la glycolyse, qui permet de générer 2 ATP et 2 molécules de 

pyruvate. 

L’insuline régule le flux de la glycolyse afin d’augmenter la consommation de glucose en condition 

hyperglycémique. Dans un premier temps, l’insuline favorise le transport du glucose via GLUT4 

dans le muscle et le tissu adipeux (49). De plus, l’insuline module également l’expression et 

l’activité des enzymes impliquées dans les trois étapes clés de la glycolyse par des processus 

différents. 

Ainsi, pour la réaction 1, l’insuline est responsable de l’augmentation de l’expression génique de 

l’hexokinase II, l’isoforme présente dans le muscle squelettique (50-52). Par ailleurs, il a aussi été 

démontré que l’activité de l’Hexokinase II était significativement diminuée dans les muscles 

squelettiques de modèles animaux insulino-résistants ou de patients atteints de DT2 (53, 54). 

Cette régulation transcriptionnelle est également effectuée pour la glucokinase au niveau des 
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cellules hépatiques via l’activation du facteur de transcription SREBP1c (sterol regulatory element 

binding protein) (55-57).  

Pour la régulation de l’étape 3 de la glycolyse, l’action de l’insuline dans le foie, se fait de façon 

indirecte par l’intermédiaire d’une boucle de régulation impliquant une autre enzyme, la PFK2. 

La PFK2 est responsable de la réaction transformant le fructose-6-phosphate en fructose-2,6-

bisphosphate. L’insuline, via sa voie de signalisation, entraine une diminution des niveaux                  

d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et un état déphosphorylé de PFK2 qui devient alors 

active. PFK2 activée induit donc une augmentation des niveaux de fructose-2,6-bisphosphate, un 

activateur allostérique de PFK1 (58) .  

Enfin, l’insuline peut aussi induire une augmentation de la transcription de l’isoforme L de la 

pyruvate kinase, celle présente dans le foie (59).   

Le devenir du pyruvate va ainsi dépendre des conditions anaérobiques ou aérobiques. Il peut alors 

entrer dans le cycle de Krebs ou être engagé dans la production du lactate. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate
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Figure 2. Voies métaboliques de la glycolyse et de la néoglucogenèse. 

Étapes comprenant les enzymes et métabolites impliqués dans la glycolyse (jaune) et la 

néoglucogenèse (bleue). La glycolyse se déroule en condition post-prandiale et dégrade le glucose 

dans la cellule afin de fournir de l’énergie sous forme d’ATP. À l’inverse, la néoglucogenèse a lieu 

au cours du jeûne pour synthétiser du nouveau glucose à partir de composés non glucidiques tel 

que le pyruvate. Ces deux voies parallèles comprennent un ensemble de 10 réactions en commun 

dont 7 sont réversibles et assurées par les mêmes enzymes. Cependant, trois sont dites 

irréversibles et sont effectuées par des enzymes différentes (rouge). Les étapes 1,3 et 10 de la 

glycolyse sont :  l’Hexokinase, la Phosphofructokinase-1 et la Pyruvate kinase. Elles sont 

remplacées dans les étapes 1,8 et 10 de la néoglucogenèse par la Phosphoénolpyruvate 

carboxykinase (PEPCK), la Fructose 1,6-bisphosphatase et la Glucose-6-phosphatase.  
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2.2. Cycle de Krebs 

Le pyruvate, en présence d’oxygène, entre dans le cycle de Krebs pour poursuivre et augmenter 

la production d’énergie. Le cycle de Krebs, aussi appelé cycle de l’acide citrique, se produit dans 

la matrice mitochondriale. Cette série de réactions biochimiques permet à la fois la formation de 

métabolites nécessaires dans différentes voies de biosynthèse comme la lipogenèse, mais aussi 

de cofacteurs énergétiques indispensables à la fabrication d’ATP via le processus de 

phosphorylation oxydative au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Il faut deux tours 

du cycle pour traiter l'équivalent d'une molécule de glucose. L’ensemble des étapes sont 

récapitulées dans la Figure 3. 
 

Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate est converti en acetyl-coenzyme A (acetyl-CoA) par la 

Pyruvate déshydrogénase (en éliminant une molécule de dioxyde de carbone). L’acetyl-CoA 

représente le point d’entrée de ce cycle. Par l’intermédiaire de l’enzyme citrate synthase, l’acetyl-

CoA avec l’oxaloacétate initient le cycle et la production de citrate avec la libération du CoA.  
 

Comme indiqué précédemment, le cycle de Krebs permet la production de métabolites de 

certaines voies de biosynthèse, tel que l’acetyl-CoA. En revanche, l’acetyl-CoA ne peut sortir de 

la mitochondrie pour rejoindre le cytosol. Pour cela, le citrate libéré du CoA sort du cycle de Krebs 

pour rejoindre le cytosol où il sera clivé par l’ATP citrate lyase (ACLY) afin de générer de l’acetyl-

CoA cytosolique permettant d’initier la synthèse du cholestérol et des acides gras.   

Le bilan des huit étapes pour une molécule d’acetyl-CoA lors du cycle de Krebs est : la libération 

de deux molécules de dioxyde de carbone et une molécule de GTP (guanosine triphosphate). De 

plus, des transporteurs à haute énergie sont aussi générés, il s’agit de trois molécules de 

nicotinamide adénine dinucléotide (NADH;H+) et une molécule de flavine adénine dinucléotide 

(FADH2) .  

Ainsi, le cycle de Krebs à lui seul, ne génère qu’une seule molécule énergétique GTP, équivalent à 

l’ATP mais le potentiel énergétique de la voie est dépendant de la production des coenzymes 

réduits. Les NADH;H+ et FADH2 sont des coenzymes qui vont être transférés au niveau de la chaine 

de respiration mitochondriale  responsable de la production importante d’ATP en condition 

aérobie. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Guanosine_triphosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_ad%C3%A9nine_dinucl%C3%A9otide
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Figure 3. Cycle de Krebs. 

Le cycle de Krebs, également nommé cycle de l’acide citrique (TCA) est une série de réactions 

enzymatiques qui se déroule dans la mitochondrie permettant de synthétiser des intermédiaires 

énergétiques nécessaires à la production d’ATP dans la chaîne de transport des électrons 

mitochondriale. Le point d’entrée du cycle est l’acetyl-CoA qui peut notamment provenir de la 

décarboxylation oxydative du pyruvate produit par la glycolyse. 
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2.3. Phosphorylation oxydative  

 

Ainsi, les coenzymes réduits entrent dans la chaine de respiration mitochondriale, nommée 

également chaine de transport des électrons, pour être utilisés lors du processus de 

phosphorylation oxydative. Cette chaine de respiration se trouve au niveau de la membrane 

interne mitochondriale et est composée de cinq complexes (I-V).  
 

Au niveau de la NADH déshydrogénase (complexe I), le NADH va être réoxydé pour donner du 

NAD+ et ainsi libérer deux électrons. Le complexe II est formé de l’enzyme succinate 

déshydrogénase qui catalyse la réaction du cycle de Krebs, à l’origine de la conversion du 

succinate en fumarate et entraine l’oxydation du FADH2, conduisant aussi à la libération de deux 

électrons. Les électrons sont ensuite transportés vers le complexe III par l’ubiquinone réduite puis 

vers le complexe IV par le cytochrome c. Au niveau du complexe IV, les électrons sont ensuite 

transférés à du dioxygène (O2) qui sera réduit en deux molécules d’eau H2O.  
 

Les complexes I, III, et IV, en plus d’être responsables du transfert d’électrons, sont à l’origine de 

la mise en place d’un gradient de protons à travers la membrane mitochondriale. En effet, ces 

complexes sont des pompes qui font passer les protons H+ hors de la matrice mitochondriale vers 

l'espace intermembranaire. Ce gradient de protons sert de force motrice pour l’ATP synthase 

(complexe V), responsable du reflux de protons vers la matrice mitochondriale et de la 

phosphorylation d’ADP pour produire de l’ATP (Figure 4).  
 

En conclusion l’oxydation d’une molécule de glucose en condition aérobie résulte en une 

production totale de 36 ATP : 2 provenant de la glycolyse, 2 lors du cycle de Krebs et 32 lors de la 

phosphorylation oxydative.  
 

Ainsi, l’insuline régule et promeut la glycolyse aérobique qui conduira à une production d’ATP 

importante. Cette augmentation d’ATP va avoir aussi pour effet régulateur de promouvoir la 

sécrétion d’insuline dépendante du glucose dans les cellules β du pancréas.  

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Matrice_mitochondriale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Espace_intermembranaire_mitochondrial
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Figure 4. Chaîne de transport des électrons dans la mitochondrie. 

La chaîne de transport d'électrons est une série de 5 complexes protéiques situés dans la 

membrane mitochondriale interne qui est responsable de la production d'ATP par 

phosphorylation oxydative. Cette chaîne permet le transfert des électrons du NADH et du FADH2 

produits dans le cycle de Krebs à l'oxygène. Le passage des électrons d’un complexe à l’autre crée 

un gradient de concentration de protons (H+) qui est ensuite utilisé par le complexe V (ATP 

synthase) pour produire de l'ATP. 
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2.4. Production de lactate  

En condition anaérobie, la glycolyse conduit à la formation de lactate dans le cytoplasme. La 

conversion du pyruvate en lactate est catalysée par la Lactate déshydrogénase (LDH). Cette 

réaction provoque également la production de NAD + à partir du NADH qui est un cofacteur 

indispensable pour assurer la capacité glycolytique (étape 6). Ce destin final de la glycolyse n’est 

pas très rentable pour l’organisme car il induit la génération de seulement 2 ATP pour une 

molécule de glucose.  
 

Cependant, la glycolyse anaérobique permet de fournir de l’énergie dans les cellules qui ne 

peuvent pas en produire par la phosphorylation oxydative. Ceci est le cas des érythrocytes qui 

sont dépourvus de mitochondries et d'enzymes du cycle de Krebs (60). Par ailleurs, le rôle de la 

glycolyse anaérobique devient indispensable pour fournir rapidement de l’énergie et permettre 

le bon fonctionnement du muscle squelettique à l’exercice lorsque les niveaux d’oxygène 

diminuent ou pour les tissus avec une faible vascularisation (ex : cornée) (61, 62). En effet, la 

glycolyse est approximativement 100 fois plus rapide que la phosphorylation oxydative. Le lactate 

produit, notamment par le muscle, se retrouve dans la circulation et peut être utilisé par le foie 

lors de la néoglucogenèse; ce cycle se nomme le Cycle de Cori.  
 

La régulation de la glycolyse anaérobique n’est pas encore élucidée. Des études corrélatives ont 

mis en évidence des changements métaboliques conduisant à une augmentation des taux de la 

glycolyse anaérobique dans le diabète. Il a pu être observé que les taux de lactate dans le sang 

des personnes diabétiques était significativement plus élevé que chez des personnes normo-

glycémiantes (63-66). L’augmentation des niveaux de lactate circulants semble constituer un 

risque pour le développement du DT2, néanmoins le mécanisme reste à être élucidé.  
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3. Mise en réserve  

Le glucose-6-phosphate peut aussi entrer dans des voies métaboliques de mise en réserve telles 

que la glycogénogenèse et la lipogenèse. 

 

3.1. Glycogénogenèse : stockage du glycogène 

Le glycogène est un polymère ramifié de plusieurs molécules de glucose unies par des liaisons 

glycosidiques α (1-4) avec des branchements serrés en α (1-6).  
 

La biosynthèse du glycogène a lieu dans le cytosol. Dans un premier temps, le glucose-6-

phosphate est transformé en glucose-1-phosphate par la Phosphoglucomutase. Un groupement 

uridine diphosphate (UDP) y est ensuite ajouté par l’UDP glucose pyrophosphorylase. La synthèse 

primaire de glycogène à partir des molécules de UDP-glucose est initiée par la glycogénine pour 

former une amorce. Ensuite, la Glycogène synthase transfère le résidu glucosyl de l’UDP-glucose 

à la chaine de glycogène amorcée en formant des liaisons glycosidiques α (1-4). Cette réaction 

constitue l'étape limitante de la synthèse du glycogène. L’étape finale est l’étape de ramification 

assurée par la glycosyl-(4,6)-transférase avec l’établissement des liaisons α (1-6).  

Le foie et le muscle sont les seuls tissus de l’organisme capables de mettre en réserve le glucose 

sous forme de glycogène.  
 

La biosynthèse du glycogène est régulée de manière insulino-dépendante. En plus de favoriser la 

captation de glucose, l’insuline agit au niveau de l’enzyme glycogène synthase. L’insuline promeut 

la production de glucose-6-phosphate (par l’intermédiaire de l’hexokinase) qui est un activateur 

allostérique de cette enzyme. Par ailleurs, l’insuline, en se liant à son récepteur présent sur ces 

tissus, active sa voie de signalisation (qui sera énoncée plus en détails ultérieurement) et induit 

l’inactivation de la Glycogène synthase kinase 3 (GSK3)(67-69). Ainsi, la Glycogène synthase se 

retrouve sous sa forme active, non-phosphorylée, et stimule la formation du glycogène. 
 

D’autres évidences suggèrent que l’insuline pourrait agir indépendamment de GSK3 et 

promouvoir l’activité de la protéine phosphatase (PP), PP1 (70).  
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La voie de la glycogénolyse est antagonique à celle de la glycogénogenèse, elles sont donc 

régulées de manière réciproquement opposée l’une à l’autre.  

 

3.2. Lipogenèse de novo : stockage des triglycérides 

La lipogenèse de novo est la voie métabolique de biosynthèse des acides gras à partir de 

précurseurs non lipidiques tel que le glucose. Ces acides gras sont synthétisés en premier lieu 

dans le cytosol, puis peuvent ensuite être incorporés pour former des triglycérides au niveau du 

RE. Les triglycérides constituent un stockage énergétique important pouvant être mobilisés en 

période de jeun. La lipogenèse se déroule principalement dans le foie chez l’humain, ou dans le 

foie et le tissu adipeux chez les rongeurs. Cependant, même si le foie constitue la place centrale 

de synthèse des triglycérides, leur stockage a lieu au niveau du tissu adipeux en condition 

physiologique.  

L’acétyl-CoA synthétisé à la suite de la glycolyse sert de précurseur pour la synthèse des acides 

gras. Localisé au niveau de la mitochondrie, l’acétyl-CoA entre dans le cycle de Krebs pour être 

converti en citrate qui est alors transféré vers le cytosol. Le citrate est clivé par l'ATP-citrate lyase 

(ACLY) afin de regénérer de l’acétyl-CoA cytosolique. L'Acétyl-CoA-carboxylase (ACC) utilise ce 

dernier comme substrat afin de produire du malonyl-CoA. Enfin, la synthase d’acides gras (Fatty 

Acid Synthase/ FASN) catalyse la formation de palmitate à partir de l’acétyl-CoA et du malonyl-

CoA. Le palmitate constitue le produit final de la biosynthèse cytosolique. Il existe dans le RE un 

dispositif spécialisé dans la synthèse d’acides gras plus longs. Ce processus implique des étapes 

d’élongation effectuée par des élongases (Elongation of very long chain fatty acids protein/ 

ELOVL) et de désaturation assurée par l'enzyme Stearoyl-CoA désaturase 1 (SCD1).  

Les triglycérides sont des triesters d’acides gras et de glycérol. Leur production se fait dans le RE 

grâce à la triglycéride synthase à partir de glycérol-3-phosphate et d’acides gras. Le glycérol-3-

phosphate est issu du 3-phosphodihydroxyacétone formé au cours de la glycolyse (étape 4), 

converti par la 3-phosphoglycérol déshydrogénase. Les triglycérides synthétisés sont ensuite 

libérés dans le cytosol et stockés dans des gouttelettes lipidiques dans les adipocytes. Les 

https://www.uniprot.org/uniprot/G1FK70
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triglycérides synthétisés dans le foie seront transportés vers leur lieu d’emmagasinement, le tissu 

adipeux, sous forme de lipoprotéines de très basse densité (Very Low Density Lipoprotein/VLDL). 

Cette voie de biosynthèse et de mise en réserve des lipides est stimulée par l’insuline. Dans un 

premier temps, via la stimulation de la glycolyse, précédemment citée, qui permet de fournir le 

glycérol nécessaire pour la formation des triglycérides mais aussi les précurseurs de l’acetyl-CoA 

pour la synthèse des acides gras. Dans un second temps, l’insuline stimule le facteur de 

transcription SREBP1c qui augmente l’expression de plusieurs gènes codant pour des enzymes 

clés de la lipogenèse (ex : ACLY, ACC, FASN, ELOVL6) (71-73) .   

b) Condition de jeûne  

Pour gérer la diminution de l’apport de glucose exogène en période de jeun, l’organisme 

compense en mobilisant ses réserves permettant ainsi le maintien du fonctionnement des tissus 

gluco-dépendants. Le glucagon est la principale hormone assurant cet effet hyperglycémiant, 

particulièrement en ciblant le premier fournisseur de glucose endogène : le foie. Le glucagon 

favorise la glycogénolyse et la néoglucogenèse hépatique mais aussi la lipolyse ayant lieu dans le 

tissu adipeux.  À l’opposé, le maintien de l’homéostasie glucidique en condition post-prandiale 

est assuré par l’insuline qui inhibe donc ces voies métaboliques pour éviter l’hyperglycémie.  

                       1.  Utilisation des réserves 

1.1. Glycogénolyse 

Pour combler rapidement les besoins énergétiques de l’organisme à jeun, le glycogène mis en 

réserve est dépolymérisé pour fournir à nouveau du glucose. Cette voie est la glycogénolyse et se 

déroule dans le foie et le muscle squelettique. Il ne s’agit pas de la voie parallèle à la 

glycogénogenèse mais d’une voie différente. En revanche, leur régulation est miroitement 

opposée. Ce processus se réalise en deux étapes pour obtenir du glucose-6-phosphate et ne 

nécessite pas d’ATP.  
 

Dans un premier temps, grâce à la Glycogène phosphorylase, a lieu la phosphorolyse pour 

catalyser le clivage des liaisons α(1-4) et permettre la libération d’une molécule de glucose-1-

phosphate. Cette réaction libère successivement des molécules de glucose-1-phosphate mais 
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s’arrête quatre résidus glycosyl avant la liaison α(1-6). La dégradation du glycogène est achevée 

par l'enzyme de débranchement du glycogène qui transfère trois des quatre unités de glucose 

restantes à l'extrémité d'une autre branche de glycogène qui va ainsi pouvoir être catalysée par 

la Glycogène phosphorylase pour délivrer le glucose-1-phosphate. La liaison α(1-6) est ensuite 

hydrolysée par l'α(1-6) glucosidase qui élimine ainsi la ramification et libère une molécule de 

glucose. Enfin, le glucose-1-phosphate est isomérisé en glucose-6-phosphate par la Phospho-

glucomutase. 

Le destin du glucose-6-phosphate est différent dans les deux tissus où il est synthétisé de novo. 

Le muscle utilise ce glucose-6-phosphate pour la glycolyse afin de fournir l’énergie nécessaire qui 

servira pour son propre fonctionnement en période de jeun ou lors de contraction musculaire. 
 

Le foie peut utiliser le glucose-6-phosphate pour lui-même de la même manière que le muscle. 

En revanche, l’une des particularités hépatiques est la présence de l’enzyme Glucose-6-

phosphatase responsable de la conversion du glucose-6-phosphate en glucose. Ainsi, le glucose 

est libéré via GLUT2 vers la circulation sanguine pour être mis à disposition des organes en 

nécessité.   
 

La régulation hormonale de la glycogénolyse s’effectue au niveau de la Glycogène phosphorylase 

qui est activée par phosphorylation. Cet état de phosphorylation est sous contrôle de deux 

enzymes : la Phosphorylase kinase ou la Phosphorylase phosphatase. Le glucagon est la principale 

hormone qui permet la mobilisation du glycogène en ciblant principalement le foie. En activant 

son récepteur couplé aux protéines G, le glucagon induit l’activation de l’Adénylate cyclase qui 

conduit à l’augmentation des niveaux d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc sert 

de second messager pour activer la Protéine kinase A (PKA), responsable de la phosphorylation 

activatrice de la Glycogène phosphorylase kinase hépatique puis elle-même de la Glycogène 

phosphorylase.  
 

 À l’inverse, l’insuline, responsable de la stimulation de la glycogénèse va ainsi avoir l’effet opposé 

sur la glycogénolyse, en activant la Phosphatase PP1, inhibitrice de l’état phosphorylé de la 

Glycogène phosphorylase.  

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclic_adenosine_monophosphate
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1.2. Lipolyse 

La lipolyse consiste en un processus de dégradation des triglycérides permettant la libération du 

glycérol et des acides gras afin d’être utilisés comme source d’énergie. Cette voie a lieu 

principalement dans le tissu adipeux où les triglycérides sont contenus dans les gouttelettes 

lipidiques. 

La dégradation des triglycérides est une série de réactions d’hydrolyse effectuée par des lipases 

qui libèrent à chaque fois un acide gras, et à la fin une molécule de glycérol. Les lipases en 

question, sont par ordre d’intervention : la Lipase triglycéride adipeuse (ATGL), la Lipase 

hormono-sensible (HSL) et la Monoacylglycérol lipase (MGL).  

Les acides gras peuvent ensuite servir de substrat pour produire de l’acetyl-CoA pour le cycle de 

Krebs et ainsi fournir de l’énergie sous forme d’ATP, via la beta-oxydation.  

Quant au glycérol libéré, il peut être utilisé pour fournir la voie de la glycolyse ou servir de 

précurseur du glucose (néoglucogenèse) dans le foie. 

La lipolyse est ainsi régulée hormonalement par le glucagon qui via la voie AMPc-PKA induit la 

phosphorylation activatrice de HSL, alors que l’insuline favorise sa déphosphorylation.  

2.  Production de glucose endogène  

 

Lorsqu’un jeûne est prolongé et que les réserves de glycogène commencent à s’épuiser, 

l’organisme produit du glucose endogène à partir de précurseurs non glucidiques par la voie de 

la néoglucogenèse.  
 

2.1.  Néoglucogenèse  

La néoglucogénèse se déroule dans le foie à partir de différents substrats comme le lactate, le 

pyruvate, le glycérol et les acides aminés glycoformateurs (ex : alanine). Ces précurseurs peuvent 

provenir directement du catabolisme hépatique mais aussi d’autres tissus. Le lactate est produit 

par le muscle squelettique (cycle de Cori) ou les globules rouges alors que le glycérol provient 

majoritairement de la lipolyse au niveau du tissu adipeux.  Ces substrats sont ensuite transportés 

via la circulation sanguine jusqu’au foie pour être métabolisés.  
 

La transformation du pyruvate en glucose de novo est la voie principale de la néoglucogenèse. 

Pour cela, le lactate est converti en pyruvate par la Lactate déshydrogénase, l’alanine est quant à 
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elle convertie en pyruvate par une réaction de transamination assurée par l’alanine 

aminotransférase. 
 

La néoglucogenèse à partir du pyruvate est constituée de dix réactions enzymatiques reprenant 

les sept réactions réversibles de la glycolyse dans le sens opposé. La néoglucogenèse contourne 

les trois étapes irréversibles par l’intermédiaire d’enzymes spécifiques différentes. Ces enzymes 

sont impliquées dans les réactions 1, 8 et 10 de la néoglucogénèse et sont la cible de régulation. 

Le bilan énergétique final de la néoglucogenèse est :  

 

2 Pyruvates +4 ATP + 2 GTP + 2 NADH;H+ + 6H2O → Glucose + 4ADP + 2 GDP + 6 Pi+ 2NAD+ 

 

Les étapes de la néoglucogenèse sont mises en relief dans la Figure 2 en parallèle du processus 

de la glycolyse.  

 

Étape 1: la conversion du pyruvate en phosphoénolpyruvate. 
Cette réaction se réalise en deux phases. Dans un premier temps, le pyruvate entre dans la 

mitochondrie, pour être converti en oxaloacétate par la Pyruvate carboxylase. L’oxaloacétate est 

ensuite transformé en malate afin de permettre sa sortie de la mitochondrie via son transporteur. 

Il sera alors à nouveau converti en oxaloacétate dans le cytosol. Cette transformation 

oxaloacétate-malate, et inversement, est assurée par la Malate déshydrogénase mitochondriale 

et cytosolique respectivement. L’étape finale est la conversion de l’oxaloacétate en 

phosphoénolpyruvate catalysée par la Phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Cette étape 

1 nécessite dans son ensemble la consommation d’une molécule d’ATP et d’une molécule de GTP.  

Étape 8 : Déphosphorylation du fructose-1,6-bisphosphate en fructose-6-phosphate catalysée 

par la Fructose 1,6-bisphosphatase. 

La Fructose 1,6-bisphosphatase, à l’inverse de la PK1, est inhibée de façon allostérique par les 

taux de Fructose-2,6-bisphosphate.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Phospho%C3%A9nolpyruvate_carboxykinase#:%7E:text=La%20phospho%C3%A9nolpyruvate%20carboxykinase%20(PEPCK)%20est,%C3%A9tape%20limitante%20de%20la%20n%C3%A9oglucogen%C3%A8se.
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Étape 10 : Transformation du glucose-6-phosphate en glucose par la Glucose-6-Phosphatase. 

Cette réaction finale est la clé pour permettre la sortie cellulaire du glucose néosynthétisé et elle 

est commune avec la voie de la glycogénolyse. 

 
Concernant le glycérol comme précurseur, ce dernier est catalysé en glycérol-3-phosphate par la 

Glycérol kinase puis oxydé en dihydroxyacétone-phosphate via la Glycérol-3-phosphate 

déshydrogénase afin de rejoindre la voie de la néoglucogenèse. 

Le glucagon accélère la néoglucogenèse et par conséquent inhibe la glycolyse. Il permet 

d’augmenter l’apport de précurseurs essentiels tel que le glycérol en favorisant la lipolyse des 

triglycérides au niveau du tissu adipeux. Il stimule également le catabolisme des acides gras 

libérant de l’acétyl-CoA, qui est un activateur allostérique de la pyruvate carboxylase (étape 1). 

Par ailleurs, le glucagon, via sa voie de signalisation AMPc-PKA, active l’enzyme bidirectionnelle, 

la Fructose-2,6-bisphosphatase/PFK2 entrainant une diminution des niveaux de fructose-2,6-

bisphosphate (74). Ainsi, contrairement à l’insuline, le glucagon inhibe PFK1 de la glycolyse mais 

aussi stimule de façon allostérique l’activité de la Fructose-1,6-bisphosphatase (étape 8). 

La néoglucogenèse est également régulée au niveau transcriptionnel. Le glucagon induit la 

synthèse des enzymes catalysant les réactions irréversibles. En effet, le glucagon permet 

l’activation du facteur de transcription CREB par phosphorylation dépendante de PKA. CREB se lie 

sur la région promotrice du gène du coactivateur nommé Peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma coactivator 1 alpha (PGC-1α) et induit sa transcription. PGC-1α agit avec des 

facteurs de transcription comme Forkhead box protein O1 (FOXO1) et Hepatocyte Nuclear Factor 

4α (HNF4α) pour stimuler l’expression des trois enzymes clés de la néoglucogénèse : la PEPCK, la 

Fructose 1,6-bisphosphatase, et la Glucose-6-Phosphatase (75). 

À l’inverse, l’insuline inhibe cette voie en favorisant les enzymes indispensables de la glycolyse. 

Cependant, son inhibition est en grande partie réalisée via sa régulation négative du facteur de 

transcription FOXO1. L’insuline a pour conséquence la phosphorylation de FOXO1 et sa rétention 

au niveau du cytoplasme suivi d’une possible dégradation et donc une incapacité à assurer son 

rôle transcriptionnel.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Forkhead_box_protein_O1
https://en.wikipedia.org/wiki/Forkhead_box_protein_O1
https://en.wikipedia.org/wiki/Forkhead_box_protein_O1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5841246/
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C. Dysfonctionnements de l’insuline   

Tout dysfonctionnement ou dérégulation concernant les hormones qui contrôlent la glycémie 

peuvent induire l’apparition de physiopathologies, c’est le cas notamment de l’insuline avec le 

développement du diabète.  Dans la pathogenèse du DT2, la régulation de l’insuline est altérée à 

la fois dans sa sécrétion et dans son action sur les tissus cibles.  
 

1. Hyperinsulinémie et résistance à l’insuline 
 

Avant l’établissement de l’hyperglycémie chronique du DT2, les patients passent par un stade 

intermédiaire. Cette phase prédiabétique est caractérisée par une mauvaise clairance du glucose 

induite par une insulino-résistance couplée à une hyperinsulinémie à jeun. Cependant, la 

chronologie des étapes de dérégulation de l’insuline est encore mal établie pour savoir de laquelle 

l’apparition de l’hyperinsulinémie ou celle de l’insulino-résistance est la première.  
 

Pendant de nombreuses années, la résistance à l’insuline a été caractérisée comme le premier 

dysfonctionnement factoriel pouvant conduire à l’évolution du DT2. Les tissus périphériques ne 

répondant plus correctement au signal de l’insuline, l’hyperinsulinémie observée a été ainsi 

définie comme un mécanisme compensatoire à cette désensibilisation (76, 77). Cependant, 

l’hyperinsulinémie ne peut compenser l’insulino-résistance sur du long-terme (78, 79). Ainsi, une 

exposition au glucose (glucotoxicité) et une hypersécrétion d’insuline sur une période prolongée 

mènent à l’épuisement et à l’apoptose des cellules β et donc à une diminution de la sécrétion 

d’insuline en réponse au glucose. Les patients DT2 deviennent alors hypo-insulinémiques et 

hyperglycémiques. Cette théorie est consolidée par certaines études menées chez des modèles 

murins génétiquement modifiés. A noter que les souris déficientes de manière globale pour le 

récepteur à l’insuline ne peuvent pas être utilisées comme modèle d’induction de la résistance à 

l’insuline puisque les souris décèdent rapidement après la naissance des suites d’une acidocétose 

diabétique (80). La résistance à l’insuline est donc induite chez des souris invalidées (knock-

out/KO) de manière hétérozygote pour les gènes du récepteur à l’insuline Insr et du substrat du 

récepteur à l’insuline 1 (Insulin receptor substrate 1/IRS-1). Ces souris développent une 

hyperinsulinémie mais ont une tolérance normale au glucose (81).  De plus, le blocage de la 
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signalisation de l’insuline chez des rongeurs traités avec des anticorps spécifiques contre le 

récepteur à l’insuline ou l’inhibiteur pharmacologique S961 induit également une 

hyperinsulinémie (82, 83).  
 

Toutefois, ce concept a été récemment remis en question et il a été proposé que 

l’hyperinsulinémie ne serait pas une conséquence mais bien une cause de l’apparition de la perte 

de sensibilité à l’insuline (84-86). L’augmentation importante de la sécrétion d’insuline par les 

cellules β serait induite par des facteurs environnementaux dont notamment un excès 

nutritionnel et un régime alimentaire occidental (84, 87). Par exemple, une étude menée chez 

des personnes obèses suggère que l’hyperinsulinémie corrèle avec des niveaux sanguins élevés 

d’acides gras libres (88). Dans cette proposition, l’insulino-résistance est suggérée comme étant 

en premier temps, un mécanisme de protection des tissus pour éviter une hypoglycémie sévère 

(89). Néanmoins, la prolongation et l’accentuation de la résistance à l’insuline des tissus mène à 

la même conclusion que le précédent modèle, c’est-à-dire à l’épuisement des cellules β et le 

développement du DT2.   

Cette hypothèse est soutenue par plusieurs études démontrant qu’une hyperinsulinémie induite 

génétiquement ou par traitement précède la résistance. Ainsi, une augmentation chronique des 

niveaux d’insuline circulants induite par une infusion prolongée chez des rongeurs entraîne une 

altération de la clairance glucidique et une insulino-résistance (90). De plus, des souris 

transgéniques pour plusieurs copies du gène humain de l’insuline, malgré une élévation des taux 

d’insuline plasmatiques attendue, deviennent intolérantes au glucose (91). D’autre part, sachant 

que les souris possèdent deux copies du gène codant pour l’insuline, Ins1 et Ins2, des expériences 

ont permis de comparer celles totalement invalides pour Ins1 avec celles invalidées pour Ins1 et 

hétérozygotes pour Ins2. Les souris Ins2+/− en comparaison avec les contrôles Ins2+/+ toutes 

déficientes pour Ins1, présentent une réduction des niveaux d'insuline qui induit une amélioration 

de la sensibilité à l'insuline avec l'âge (92). Dans la même direction, l'administration d’un 

inhibiteur de la sécrétion d'insuline, le diazoxide, à des rats hyperinsulinémiques et obèses, 

permet une amélioration de la sensibilité à l’insuline et de la tolérance au glucose (93).           

Ce modèle suggère que réduire l’hyperinsulinémie permettrait de contrecarrer le développement 

de la résistance à l’insuline.        
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La relation entre l'hyperinsulinémie et la résistance à l'insuline est complexe et la détermination 

de cause à effet n’est pas totalement élucidée. Il est probable que ces deux dysfonctionnements 

n’apparaissent pas selon un modèle simple et linéaire mais plutôt qu’ils s’affectent mutuellement.   
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Figure 5. Différences de modèles représentatifs de l’apparition de l’hyperinsulinémie et de la 

résistance à l’insuline responsables du développement du diabète de type 2. 

Adapté de (89) 

 

Le modèle dit traditionnel suggère que la résistance à l’insuline précède l’hyperinsulinémie décrit 

comme un mécanisme compensatoire contre l’hyperglycémie. En opposition, le nouveau modèle 

alternatif propose que certains facteurs (génétiques et environnementaux) soient responsables 

d’une hypersécrétion d’insuline chronique et l’hyperinsulinémie qui en résulte provoque la 

résistance à l’insuline des tissus cibles. Néanmoins, ces deux modèles convergent vers la même 

conclusion qui est l’épuisement des cellules β pancréatiques conduisant à l’hyperglycémie 

chronique caractéristique du DT2. 
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2. Résistance à l’insuline : constituante clé du DT2  
 

La résistance à l'insuline est un état pathologique définie par une diminution de la capacité des 

tissus cibles, à répondre à des niveaux physiologiques d'insuline. Elle est une composante 

pathogène prédominante dans le développement de troubles métaboliques tels que le syndrome 

métabolique et le DT2.   
 

Cette désensibilisation est responsable de la dérégulation des voies métaboliques contrôlées par 

l’insuline, au niveau notamment du foie, du muscle squelettique et du tissu adipeux ayant pour 

conséquence une augmentation significative de la glycémie. Ainsi, chez les personnes atteintes 

d’insulino-résistance, l'absorption de glucose stimulée par l'insuline au niveau du muscle 

squelettique est réduite (45). De plus, par combinaison avec une étude de clamp 

hyperinsulinémique-euglycémique, il a été observé que le taux de synthèse de glycogène dans le 

muscle squelettique était significativement diminué chez les personnes DT2 (94). Les personnes 

résistantes à l'insuline, obèses ou non, présentent des taux élevés d’acides gras libres 

plasmatiques, représentatif d’une activité accrue de la lipolyse normalement inhibée par 

l'insuline (95). Au niveau hépatique, la production de glucose endogène est significativement 

augmentée chez des patients atteints de DT2 (96).  
 

Bien que certaines mutations dans le gène du récepteur à l'insuline aient pu être identifiées 

comme étant à l'origine d'une résistance à l'insuline, il s’agit néanmoins de maladies rares comme 

les syndromes d'insulino-résistance de type A, de Donohue et de Rabson-Mendenhall.  

Majoritairement l’insulino-résistance est étroitement liée à l’obésité. Il a été constaté que 

l’apparition d’un état d’inflammation systémique chronique de faible intensité en réponse à 

l’obésité joue un rôle majeur dans la résistance à l’insuline. Cette inflammation est induite par les 

adipokines et les cytokines pro-inflammatoires sécrétées respectivement par les adipocytes 

hypertrophiés et les macrophages infiltrés dans le tissu adipeux. Parmi ces cytokines libérées, on 

retrouve TNFα (Tumour Necrosis Factor alpha), IL-6 et IL-1β (Interleukin 6 et 1β). De plus, l’obésité 

s’accompagne de niveaux élevés de lipides dans la circulation sanguine et dans les tissus non-

adipeux comme le muscle squelettique et le foie. Ceci menant à des conditions de lipotoxicité à 

l’origine du développement de l’insulino-résistance dans ces tissus (97).   
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Cependant, ce n’est pas l’obésité globale ou l’IMC élevé en tant que tels qui déterminent la 

résistance à l’insuline puisqu’on observe une inégalité métabolique entre les sujets obèses. Il a 

été déterminé qu’une obésité dite viscérale, c’est-à-dire une expansion du tissu adipeux intra-

abdominal, représente un risque plus élevé de résistance à l’insuline qu’une obésité périphérique 

(sous-cutanée) (98). En effet, les sujets obèses décrits comme métaboliquement normaux, et qui 

ne développeront ni de résistance ni le DT2, présentent des dépôts graisseux au niveau viscéral, 

des tissus hépatique et musculaire plus faibles ainsi que des taux d’acides gras libres circulants et 

des marqueurs inflammatoires plus bas que des personnes obèses résistantes à l’insuline (99).    

Il a bien été établi qu’un environnement cellulaire pro-inflammatoire et hyperlipidémique cause 

l’établissement de la résistance à l’insuline.  Les cytokines sécrétées et les acides gras libres à 

l’origine de stress intracellulaires (stress du RE, stress oxydant et dysfonctionnement 

mitochondriale) induisent l’activation de sérine/thréonine kinases et d’adaptateurs inhibiteurs de 

la voie de signalisation de l’insuline au niveau des tissus sensibles (97). Néanmoins, des 

investigations sont nécessaires pour mieux déterminer si d’autres facteurs sont en cause dans la 

perturbation de la voie de signalisation de l’insuline et le développement de l’insulino-résistance.  
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II- Voies de signalisation de l’insuline (conditions normales ou dérégulées)   

A. Récepteur à l’insuline  

La première étape indispensable à la transmission du signal de l’insuline et à l’activation de ses 

voies de signalisation intracellulaires repose sur la liaison de l’insuline à son récepteur spécifique, 

tout simplement nommé le récepteur à l’insuline. 
 

Le récepteur à l’insuline (RI) est une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la famille 

des récepteurs tyrosine kinase. Bien que l’insuline soit son principal ligand, le RI est aussi capable 

de se lier aux facteurs de croissance analogue à l’insuline (Insulin-like growth factor 1 and 2/ IGF-

1 and 2), toutefois avec une affinité largement plus faible.  
 

Chez l’humain, le RI est codé par un seul gène qui subit un épissage alternatif au niveau de l’exon 

11 résultant de la formation de deux isoformes, la forme courte (A) et la forme longue (B). 

L’isoforme RI-A, contrairement à l’isoforme RI-B, ne possède pas une région de 12 acides aminés 

au niveau de l’extrémité C-terminale de la sous-unité α. Ces deux isoformes présentent une 

affinité de liaison pour l’insuline similaire. En revanche, RI-A possède une affinité fortement plus 

élevée pour la proinsuline et le IGF-2 que l’isoforme RI-B, bien que relativement plus faible que 

son affinité pour l’insuline. Les deux isoformes sont exprimées en abondance différente dans 

plusieurs organes et tissus et au cours du développement. Le RI-A est fortement exprimé pendant 

la croissance fœtale alors que l’expression de RI-B augmente au cours de la différenciation et se 

trouve majoritairement présent dans les tissus adultes comme le foie et le tissu adipeux (100). 

Ces différences suggèrent des fonctions biologiques diverses, le RI-A serait engagé dans la 

stimulation de la prolifération alors que RI-B serait plutôt impliqué dans des effets métaboliques. 

Avant d’être fonctionnel et présent au niveau de la membrane plasmique, le RI est d’abord 

synthétisé sous la forme d'une pro-récepteur à l’insuline (pro-RI) à chaîne unique qui subit 

plusieurs étapes de maturation dont un clivage protéolytique par l’enzyme pro-convertase Furine, 

une étape de glycolysation puis de repliement et enfin de dimérisation.  

Le RI est un hétérotétramère constitué de deux sous-unités α et deux sous-unités β liées entre 

elles par des ponts disulfures. Les deux sous-unités α forment le domaine extracellulaire du 
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récepteur où se fixe l’insuline. Chaque chaîne α est constituée de deux domaines répétés riches 

en leucine, L1 et L2, séparés par un domaine riche en cystéine. Ensuite, sont présents trois 

domaines de fibronectine de type III (FNIII) dont le premier FNIII-1 est entièrement dans la sous-

unité α. Le second FNIII-2 est entrecoupé par un domaine d’insertion qui sert de site de clivage 

de la Furine entre les chaînes α et β. La seconde partie du domaine FNIII-2 est donc située au 

niveau de la chaine β suivi par le dernier domaine FNIII au complet sur la portion extracellulaire 

de la sous-unité β. Chaque chaîne β comprend, en plus de cette partie extracellulaire, un domaine 

transmembranaire, juxta-membranaire, suivi d’une partie complètement intracellulaire 

contenant le domaine à activité tyrosine kinase et enfin une région carboxylique terminale (101). 

Les sous-unités α sont liées entre elles par des liaisons disulfures entre leurs domaines FnIII-1 (Cys 

524) et FNIII-2 respectifs (Cys682, Cys683 et Cys685). Les chaines α et β sont quant à elles liées 

par un seul pont disulfure par la Cys647 au niveau du FNIII-2 de la chaîne α et la Cys860 de la sous-

unité β.  
 

En se liant aux sous-unités α de son récepteur, l’insuline initie une modification 

conformationnelle, responsable du rapprochement de chaque sous-unité β. Ceci induit la 

transphosphorylation des domaines tyrosine kinase au niveau des trois résidus tyrosine Y1146, 

Y1150 et Y1151. Suite à ces phosphorylations activatrices, l'activité kinase conduit à 

l’autophosphorylation des résidus tyrosines contenus dans les régions juxtamembranaires (Y953 

et Y960) et carboxyl-terminales (Y1316 et Y1322) (102). Par la suite, la phosphorylation de la 

tyrosine pY960 contenue dans un motif canonique de liaison (NPXpY) au domaine PTB 

(Phosphotyrosine binding domains / de liaison à la phosphotyrosine) sert de point d’ancrage pour 

les principales protéines initiatrices de la signalisation de l’insuline comme les IRS ou encore 

l’adaptateur SHC (Src homology/collagen).  

L’activation de ces substrats par le RI permet l’enclenchement des deux voies principales de 

signalisation de l’insuline qui sont la voie PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) – AKT/Protein kinase 

B et la voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) – ERK (Extracellular signal-regulated 

kinases).  Les différentes voies de la signalisation de l’insuline sont représentées dans le Figure 6.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10037694/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
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B. Voies principales en aval du Récepteur à l’insuline 

1. Substrats du Récepteur à l’insuline (IRS) 

Les principaux substrats du RI appartiennent à la famille des IRS. Ce sont des protéines 

cytoplasmiques qui ne contiennent pas d’activité enzymatique mais qui permettent la 

coordination et la transmission du signal entre le RI et les voies intracellulaires. Cette famille est 

composée de 6 membres (IRS 1-6) qui sont tous constitués en N-terminale d’un domaine 

d'homologie de la pleckstrine (PH) suivi par un domaine PTB. Néanmoins, les divers membres 

présentent des différences au niveau structurel et de l’expression tissulaire.  

IRS-1 et IRS-2 sont exprimés de manière ubiquitaire tandis qu’IRS-4 se trouve principalement dans 

le cerveau, les reins et le thymus (103). Quant à la protéine IRS-3, elle n’est pas présente chez 

l’humain, elle est exprimée chez les rongeurs dans le tissu adipeux, le foie et les poumons (97, 

104). Les protéines IRS-5 et IRS-6 n’ont été identifiées que récemment et sont décrites comme 

partageant une homologie dans leur extrémité N-terminale avec les autres IRS mais ayant une 

extrémité C-terminale tronquée; elles ne sont pas caractérisées comme des substrats pertinents 

du RI (105, 106).  
 

IRS-1 et 2 sont les principaux médiateurs de la signalisation dépendante de l’insuline. À la suite 

de l’activation du RI par l’insuline, les IRS sont recrutés à la membrane plasmique où leur domaine 

PH va médier l’interaction avec les phospholipides membranaires permettant au domaine PTB 

d’établir un point d’ancrage au niveau de la tyrosine Y960 phosphorylée du RI. Une fois 

l’interaction établie, le RI, par son activité kinase, phosphoryle plusieurs résidus tyrosines 

spécifiques de la partie C-terminale des IRS, qui permettent le recrutement de différentes 

protéines par leur domaine SH2 (Src Homology 2/ homologie Src 2). Par exemple, les tyrosines 

Y612 et Y632 d’IRS-1 sont impliquées dans le recrutement de PI3K (107).  

    

Les IRS phosphorylés peuvent interagir avec plusieurs protéines régulatrices de la signalisation de 

l’insuline dont la principale est PI3K mais également GRB2 (growth factor receptor-bound 

protein 2) ou encore la phosphotyrosine phosphatase SHP2 (SH2 domain protein tyrosine 

phosphatase-2) et d’autres.  
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Bien que IRS-1 et IRS-2 soient très similaires, des expériences d’invalidation génique de chacun 

des gènes Irs1 et Irs2, effectuées chez la souris, ont permis de mettre en évidence des fonctions 

biologiques différentes. Ainsi, les souris déficientes pour IRS-1 (Irs1-/-) développent un retard de 

croissance embryonnaire et post-natale et une taille globale plus petite en comparaison aux 

souris contrôles (108). Ce n’est pas le cas des souris déficientes pour IRS-2 (Irs2-/-), malgré qu’elles 

aient des cerveaux plus petits et des dysfonctions dans le développement neuronal (109).  

Pour ce qui est du métabolisme glucidique, les souris Irs1-/- ne développent pas le diabète mais 

présentent une résistance à l’insuline dans le muscle squelettique et le tissu adipeux à l’origine 

d’une diminution du transport du glucose induit par l'insuline (110-113). L’action de l’insuline sur 

le foie n’est pas impactée dans les souris déficientes pour IRS1 suggérant une compensation par 

IRS-2 (113). En revanche, les souris Irs2-/- deviennent diabétiques due à une altération de l’action 

de l’insuline au niveau hépatique couplée à une perte des cellules β du pancréas (114, 115). Ainsi, 

IRS-1 semble être le principal substrat médiateur de la signalisation de l’insuline dans le muscle 

et le tissu adipeux alors que IRS-2 semble jouer un rôle plus important dans le tissu hépatique.  

2. Voie PI3K-AKT et cascades de signalisation dépendantes 

La principale voie régulatrice des effets métaboliques de l’insuline est celle de la voie PI3K-AKT 

qui est responsable du contrôle du transport du glucose (translocation de GLUT4), de la synthèse 

du glycogène (GSK3), de la synthèse protéique (mTORC/mammalian target of rapamycin 

complex) ainsi que de la régulation des facteurs transcriptionnels SREBP-1c ou FOXO1 impliqués 

dans les voies métaboliques lipidiques et néoglucogéniques.  

a) Initiation de la voie : PI3K-AKT  

La phosphorylation des IRS par le RI induit le recrutement et l’activation de la protéine PI3K. Il 

existe trois classes de PI3K divisées en fonction de leurs caractéristiques structurelles et de la 

spécificité du substrat. Pour la description de cette voie de signalisation, nous nous concentrerons 

sur la PI3K de classe IA. 

 
 



69 
 

PI3K est une kinase lipidique qui permet la phosphorylation d’un phospholipide membranaire, le 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) pour générer du phosphatidylinositol-3,4,5-

triphosphate (PIP3). PI3K est un hétérodimère constitué de deux sous-unités : une sous-unité 

régulatrice (p85) et une sous-unité catalytique (p110). Chacune de ces sous-unités existe sous 

différentes isoformes. Chez l’humain, les isoformes de la sous-unité catalytique p110 : p110α, 

p110β et p110δ sont codées respectivement par les trois gènes PIK3CA, PIK3CB et PIK3CD. Les 

isoformes de la sous-unité régulatrice p85α, p55α, p50α sont codées par PIK3R1 ; p85β est codée 

par PIK3R2 et enfin p55γ par PIK3R3 (116).  
 

La sous-unité régulatrice p85 de PI3K est celle dont le domaine SH2 est recruté au niveau des 

tyrosines phosphorylées des IRS. Lorsque celle-ci interagit avec les IRS, elle va activer la partie 

catalytique p110 permettant la formation de PIP3. Le PIP3 agit comme messager secondaire afin 

de recruter à la membrane plasmique des protéines contenant des domaines PH.  

La perturbation de cette voie par délétion des gènes des sous-unités catalytiques p110 α ou β 

dans le foie entraîne chez la souris une altération de la sensibilité à l'insuline et une intolérance 

au glucose (117, 118).  
 

Par la suite, la formation de PIP3 entraine le recrutement à la membrane des kinases AKT et PDK1 

(3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1), conduisant à la phosphorylation d’AKT au 

niveau de la thréonine T308 par PDK1 et à son activation partielle (119, 120) . Pour que l’activation 

soit complète, AKT doit être ensuite phosphorylé sur son résidu sérine S473 par le complexe 

mTORC2 (121).  

 

AKT est une sérine-thréonine kinase pour laquelle il existe trois 3 isoformes différentes (AKT1-3). 

Elles possèdent toutes une structure commune avec un domaine PH, un domaine kinase suivi 

d’un domaine régulateur C-terminal mais assurent des fonctions biologiques différentes qui ont 

été décrites à l’aide de modèle knock-out chez la souris. AKT1 est exprimé de façon ubiquitaire et 

se trouve impliqué dans la croissance et la survie cellulaire puisque les souris Akt1-/- présentent 

des retards de croissance importants (122). AKT3 est présent notamment au niveau du cerveau 

et la délétion de son gène entraine chez la souris une diminution du volume cérébral (123). Les 
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souris Akt1-/- et Akt3-/- n’ont pas d’altération du métabolisme glucidique régulé par l'insuline (122, 

123). 

AKT2 est celui qui est responsable de la transmission du message insulinémique et de ses 

régulations métaboliques. En effet, l’isoforme AKT2 est celle qui est la plus fortement exprimée 

dans les tissus insulino-sensibles du muscle squelettique, du tissu adipeux et du foie. De plus, les 

souris déficientes pour AKT2 présentent une sévère intolérance au glucose, sont insulino-

résistantes et deviennent diabétiques (124).   

Ainsi, lorsque AKT2 est phosphorylé et actif en réponse à l’insuline, il devient un composant 

central de la régulation métabolique par le nombre important de ses substrats.  

b) Translocation du transporteur de glucose GLUT4 

Dans le muscle squelettique et le tissu adipeux, AKT activé enclenche la cascade de signalisation 

à l’origine de la translocation du transporteur GLUT4 pour stimuler l’entrée du glucose dans ces 

organes. Pour cela, AKT phosphoryle plusieurs protéines activatrices de GTPases (GAP/GTPase-

activating protein) qui sont : son substrat AS160 (AKT substrate of 160 kDa), aussi nommé TBC1D4 

(TBC1 domain family member), et la protéine TBC1D1. Ces GAP ont pour cibles les protéines 

GTPases de la famille des Rab. Les protéines Rab sont des régulateurs majeurs du trafic 

intracellulaire passant de la formation des vésicules, à leur déplacement le long du cytosquelette, 

aux différents processus d’attache et de fusion membranaire. Les protéines Rab effectuent un 

cycle entre un état lié au GDP (inactif) et un état lié au GTP (actif) contrôlé par des GAP et des GEF 

(Guanine nucleotide Exchange Factor). L’activation de la GTPase par l'échange du GDP pour du 

GTP est catalysé par les GEF alors que les GAP sont responsables de l’hydrolyse du GTP en GDP et 

donc du retour à l'état inactif de la GTPase.  

 

En absence d’insuline, TBC1D4 et TBC1D1 se trouvent au niveau des vésicules de stockage de 

GLUT4 et maintiennent les Rab GTPases dans un état inactif empêchant la translocation de 

GLUT4. À la suite d’une stimulation à l’insuline, les phosphorylations de TBC1D4 et TBC1D1 

induites par AKT, inhibent leur activité GAP conduisant ainsi à la levée de l’effet inhibiteur sur les 

Rab et à la translocation des vésicules et de la présence de GLUT4 à la surface des cellules. Dans 

https://en.wikipedia.org/wiki/GTPase-activating_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/GTPase-activating_protein
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les muscles squelettiques, les cibles des GAP sont Rab8A, Rab13 et Rab14, alors que dans le tissu 

adipeux, Rab10 semble être la principale GTPase impliquée dans la translocation de GLUT4 (125-

127).   

c) Voie mTORC1 : synthèse protéique et contrôle lipidique 

L’insuline contrôle à la fois la synthèse protéique et le processus de lipogenèse via l’activation par 

AKT de la voie de signalisation mTORC1.  

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) est une sérine/thréonine kinase qui existe dans deux 

complexes constitués de plusieurs protéines distinctes :  le complexe 1 (mTORC1) et le complexe 

2 (mTORC2).  

Les contrôles de la protéogenèse et de la synthèse des lipides sont assurés par le complexe 1. 

mTORC1 est constitué de la sous-unité catalytique mTOR, de RAPTOR (Regulatory Associate 

Protein of mTOR) et de mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), PRAS40 (proline-rich Akt 

substrate of 40 kDa) et DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting protein). 

AKT médie les phosphorylations inhibitrices de deux régulateurs négatifs de l’action de mTORC1 : 

PRAS40 et TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2). PRAS40 bloque l'activité de mTOR en se liant au 

complexe mTORC1. La phosphorylation de PRAS40 sur son résidu thréonine T246 par AKT réduit 

ainsi cette interaction et conduit à la levée de l’inhibition (128, 129). TSC2 forme un complexe 

protéique avec TSC1 et TBC1D7, qui régule négativement la voie de mTOR via son activité GAP 

pour la GTPase RHEB (Ras homolog enriched in brain). Ainsi, lorsque AKT phosphoryle TSC2 sur 

ses sites S939 et T1462, ceci conduit à une inactivation de son activité GAP et une augmentation 

de l’état actif de RHEB (lié au GTP) permettant l’activation de mTORC1 (130, 131). Une fois 

totalement activé, mTOR exerce sa fonction kinase directement sur ses substrats effecteurs de la 

synthèse protéique de novo : 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) 

et p70S6K aussi nommée S6K1 (Ribosomal protein S6-kinase 1). La phosphorylation de 4E-BP1 

conduit à sa dissociation avec eIF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E) qui une fois libéré 

peut assurer sa fonction de facteur d’initiation de la traduction. Quant à S6K1, elle régule la 

biosynthèse protéique via son grand nombre de substrats impliqués dans divers processus 

comme : l’initiation de la traduction dépendante de la coiffe via eIF4B, mais aussi l’élongation de 
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la traduction en inhibant la kinase eEF2 (eukaryotic elongation factor-2 kinase) ou encore la 

régulation de la fonction des ribosomes par phosphorylation de la protéine ribosomale S6 

impliquée dans la croissance et la taille cellulaire (132).  

Enfin, mTOR favorise la lipogenèse en ciblant le facteur de transcription SREBP-1c. SREBP-1c est 

synthétisé sous une forme inactive et maintenu au niveau de la membrane du RE avec les 

protéines SCAP (SREBP cleavage-activating protein) et INSIGs (insulin-induced gene). La 

maturation de SREBP-1c nécessite la dissociation de SREBP-SCAP et INSIG permettant son 

transport vers l’appareil de Golgi où SREBP-1c est maturé par clivage protéolytique. SREBP-1c 

mature est ensuite transloqué vers le noyau pour stimuler la transcription des gènes de la 

lipogenèse tel que FASN. Le mécanisme d’action de mTOR sur SREBP-1c n’est pas totalement 

élucidé. En revanche, il a pu être démontré, chez le rongeur, que la maturation de SREBP-1c et 

l'induction de sa transcription induite par l'insuline était dépendante de mTORC1 (133). 

d) Induction de la glycogenèse et inhibition de la néoglucogenèse et de la lipolyse 

1. Stimulation de la glycogenèse  

L’insuline assure notamment son rôle hypoglycémiant en stimulant la mise en réserve du glucose 

en glycogène. Pour cela, AKT activée, conduit à la phosphorylation de la kinase de la glycogène 

synthase GSK-3α sur son résidu sérine S21 et GSK-3β sur sa sérine S9 (68, 134). Ces 

phosphorylations sont responsables de l’inactivation de GSK3 ayant pour effet l’activation de la 

glycogène synthase et donc de la production de glycogène. Il a été suggéré que d’autres 

mécanismes moléculaires indépendants de GSK3 pouvaient être mis en cause dans la régulation 

de la synthèse glycogénique, impliquant la phosphatase PP1. Récemment, une étude a suggéré 

un nouveau substrat d’AKT, PPP1R3G, une sous-unité régulatrice de la protéine phosphatase 1 

(PP1). AKT, en phosphorylant PPP1R3G, stimule sa liaison à la glycogène synthase et entraîne sa 

déphosphorylation. La phosphorylation de PPP1R3G améliore chez la souris la clairance du 

glucose et la sensibilité à l’insuline (70).   
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2. Inhibition de la néoglucogenèse  

L’insuline inhibe principalement la néoglucogenèse via des mécanismes transcriptionnels. D’une 

part, GSK3 est impliqué dans la régulation de plusieurs facteurs de transcription. Il a été démontré 

qu’en plus d’être impliquée dans la glycogenèse, l’inhibition de GSK3 conduit à la diminution de 

l’expression génique des protéines impliquées dans la néoglucogenèse qui sont PEPCK et la 

Glucose-6-phosphatase (135). 

Néanmoins, l’expression des gènes de la néoglucogenèse semble être principalement sous le 

contrôle des facteurs de transcription FOXO. AKT phosphoryle FOXO-1 au niveau de ses résidus 

T24, S256 et S319 (136). Les phosphorylations des trois résidus conservés des facteurs FOXO 

servent de point d’ancrage pour la liaison des protéines 14-3-3 qui empêche la translocation de 

FOXO au noyau. En séquestrant FOXO au cytoplasme, ce dernier ne peut donc pas se fixer au 

niveau des séquences promotrices contenant les sites de liaison FOXO, des gènes PEPCK et G6P 

(137). De plus, AKT est aussi responsable de la phosphorylation du coactivateur transcriptionnel 

PGC-1α qui interagit avec FOXO, empêchant son recrutement au niveau des promoteurs des 

gènes cibles (138). La transcription n’est pas induite et la néoglucogenèse est inhibée.  

3. Inhibition de la lipolyse 

L’inhibition de la lipolyse survient également par l’inhibition de FOXO et PGC-1α qui sont 

responsables du contrôle transcriptionnel de certains gènes, tel que celui codant pour la lipase 

ATGL (139).  

Par ailleurs, la lipolyse est majoritairement régulée par la kinase PKA qui induit la phosphorylation 

activatrice de l’enzyme HSL. L’insuline inhibe cette voie via AKT qui phosphoryle et active 

directement la phosphodiestérase 3B (PDE3B), responsable de la dégradation d'AMPc, régulateur 

positif de PKA (140).  

3. Voie MAPK/ERK 
 

L’insuline induit une autre cascade de signalisation, indépendante de PI3K, il s’agit de la voie 

MAPK/ERK qui stimule la croissance, la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. 
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La voie des MAPK peut être enclenchée par les IRS ou des protéines adaptatrices SHC. Les 

protéines SHC sont recrutées au niveau du RI, de la même manière que les IRS via leur domaine 

PTB, et sont ensuite directement phosphorylées par le RI.  

L’adaptateur GRB2 interagit avec les tyrosines phosphorylées des IRS et/ou SHC via son domaine 

SH2 puis se lie et active la protéine SOS (Son of Sevenless) à activité GEF régulatrice des protéines 

de GTPases de la famille RAS. La protéine SOS favorise le remplacement du GDP en GTP sur la 

protéine RAS et promeut son activation. Ensuite, RAS enclenche une cascade de phosphorylations 

activatrices impliquant plusieurs sérine/thréonine kinases de la famille des MAPK. En détail, RAS 

active la kinase RAF qui elle-même stimule ses substrats MEK1 et 2 qui phosphorylent ERK1 et 2 

(97).  

A la suite de leur activation, ERK1/2 promeuvent un grand nombre de processus cellulaires en 

agissant directement sur des substrats cytosoliques ou en régulant l’expression de gènes 

spécifiques grâce à sa capacité de transloquer au noyau. Par exemple, ERK1/2 peuvent moduler 

la réorganisation du cytosquelette en phosphorylant des protéines associées aux microtubules 

(MAP) mais peuvent aussi favoriser la phosphorylation de facteurs de transcription comme ELK1 

(ETS Like-1) ou c-MYC dans le compartiment nucléaire pour promouvoir la prolifération (141).  

La voie de RAS/MAPK/ERK est fréquemment vue comme la branche de la signalisation de 

l’insuline n’étant pas responsable des effets métaboliques hypoglycémiants. En effet, l’inhibition 

pharmacologique de la voie MAPK n’affecte pas l’absorption de glucose, la lipogenèse et la 

synthèse glycogénique stimulées par l’insuline dans des adipocytes et myotubes en culture (142). 

Néanmoins, les souris déficientes pour ERK1 sont protégées de la résistance à l’insuline et de 

l’obésité induite par un régime gras accompagnée d’une diminution de l’adipogenèse (143).   
 

4. Modulateurs négatifs de la signalisation du RI et développement de la résistance à 

l’insuline 

Plusieurs processus moléculaires sont mis en place en condition physiologique afin d’atténuer ou 

de mettre fin à la signalisation de l’insuline à la suite de sa fixation sur son récepteur. Ces 

mécanismes contrôlent à la fois l’internalisation intracellulaire du RI mais également les niveaux 

d’activation du RI et des IRS par des modulations de phosphorylations contrôlées par différentes 
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tyrosine phosphatases et sérine kinases. Les kinases impliquées dans la transduction du signal de 

l’insuline sont également régulées négativement par des phosphatases.  

Cependant, la dérégulation de ces modulateurs négatifs peut induire le développement de la 

résistance à l’insuline.   

a) Internalisation et trafic du Récepteur à l’insuline 

Pour mettre fin au signal de l’insuline, les complexes RI-insuline activés sont internalisés par 

endocytose. Cette internalisation conduira ensuite aux étapes de dissociation du complexe et à 

la dégradation de l’hormone. Le devenir du récepteur est modulé par le trafic endosomal, les RI 

internalisés seront soient dégradés ou, pour la majorité, recyclés. 

L’internalisation du RI est majoritairement induite par sa liaison avec son ligand et l’activation de 

son domaine tyrosine kinase (144). Les processus d’internalisation du RI ne sont pas totalement 

élucidés à ce jour. Il semblerait que le RI soit principalement internalisé par l'endocytose 

dépendante de la clathrine. En revanche, des évidences montrent que dans certains types 

cellulaires, comme les adipocytes, elle pourrait plutôt être médiée par l’endocytose par voie de 

cavéoline (145).  

Dans le cas de l’endocytose dépendante de la clathrine, celle-ci, ne pouvant pas se lier 

directement à la membrane plasmique, nécessite le recrutement du complexe AP2 pour la 

connexion entre les récepteurs cibles (RI), les protéines associées CLASP (Clathrin-associated 

sorting protein) et les lipides de la membrane. Plusieurs mécanismes initiés par le RI sont possibles 

pour permettre le recrutement du complexe AP2.   

1) D’une part, le RI autophosphorylé peut interagir directement avec MAD2 (Mitotic Arrest 

Deficient 2) qui se lie à son tour aux protéines BUBR1 (Mitotic checkpoint kinase BUB1 beta) - 

CDC20 (Cell Division Cycle protein 20 homolog), responsables du recrutement de AP2 (146). 

Ce système est régulé par la protéine p31comet qui inhibe l’interaction BUBR1-CDC20-AP2. 

2) De plus, un autre processus proposé implique l’activation de la voie de signalisation ERK par 

le RI. ERK est ensuite recruté au niveau du IRS-1 tri-phosphorylé en tyrosine (Y612, Y632 et 

Y662) par le RI, et induit à son tour trois nouvelles phosphorylations au niveau de sérine (S616, 
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S636 et S666). Ces phosphorylations en sérine conduisent à la liaison de la phosphatase SHP2 

sur IRS-1 qui déphosphoryle les résidus tyrosines et facilite le recrutement d’AP2 (147). 

3)  Enfin, le RI peut aussi phosphoryler la protéine transmembranaire CEACAM1 

(Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1) sur son domaine intracellulaire 

(Y488). Cette phosphorylation de CEACAM1 entraine le recrutement de SHC au niveau de son 

domaine SH2. SHC recruté va pouvoir lier son domaine PTB au RI, formant ainsi un complexe 

RI-SHC-CEACAM1. SHC s’associe ensuite avec AP2 (148).  

Le recrutement de la clathrine par AP2 et sa polymérisation conduit à la formation de fosses 

recouvertes de clathrine et au début de l’invagination.  

L’endocytose indépendante de la clathrine est médiée par la formation de cavéoles qui sont des 

invaginations de la membrane plasmique, enrichies en cholestérol, glycosphingolipides et 

constituées des protéines : cavéolines et cavines. Le RI activé phosphoryle directement la 

cavéoline-1 au niveau de son résidu tyrosine Y14 (149). La phosphorylation de la cavéoline-1 est 

responsable de l’initiation de l'endocytose.  

La scission des cavéoles et des vésicules de clathrine est régulée par la dynamine, une protéine 

GTPase. Les vésicules recouvertes de clathrine perdent ensuite leur manteau grâce à l’action de 

l’ATPase Hsc70. Les vésicules générées par les différentes voies s’engagent dans le même 

transport endosomal.  

Les vésicules contenant les complexes RI-insuline fusionnent avec des compartiments 

pléomorphiques vésiculo-tubulaires situés à proximité de la membrane plasmique, il s’agit des 

endosomes précoces. Ce sont des endosomes à pH légèrement acide (pH=6,2) où a lieu la 

dissociation de l’hormone et du récepteur. Ils vont servir de centre de triage pour le devenir des 

RI qui seront soit réacheminés à la membrane plasmique via les endosomes de recyclage ou 

dirigés vers les endosomes tardifs qui mèneront à leur dégradation par les lysosomes. Le trafic 

entre ces différents endosomes est assuré par l’intermédiaire des protéines GTPases de la famille 

Rab dont l’état d’activation est régulé par des GAP et GEF. Selon leur nature, les Rab GTPases 

interagissent et recrutent des effecteurs différents, leur permettant d’assurer des fonctions 

spécifiques. Leur diversité permet de réguler les différentes voies du trafic comme le transport le 
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long du cytosquelette ou l’amarrage et la fusion au compartiment cible. Les Rab sont donc 

localisées au niveau de compartiments précis et peuvent servir de marqueurs pour le suivi du 

transport endosomal. Ainsi, Rab5 se trouve au niveau des endosomes précoces, Rab4 ou Rab11 

sont au niveau des endosomes de recyclage et Rab7 est présente sur les endosomes tardifs et 

assure leur maturation et fusion avec les lysosomes (150). 

Perturbation du trafic  

Les contrôles et dérégulations de l’endocytose du RI ne sont pas encore bien compris. On observe 

que les souris avec une délétion globale (Cc1-/-) ou seulement hépatique (Cc1fl/fl ;AlbCre)  du gène 

codant pour CEACAM présentent une hyperinsulinémie chronique causée par une altération de 

la clairance de l’insuline à l’âge de 2 mois, sans changement de sécrétion d’insuline. Elles 

deviennent ensuite insulino-résistantes 4-5 mois plus tard (151, 152). De plus, des études menées 

sur des monocytes et adipocytes de patients diabétiques montrent que l’internalisation des 

récepteurs de l’insuline était significativement plus faible que chez des sujets sains (153, 154). On 

peut supposer qu’une inhibition de l’internalisation de l’ensemble RI-insuline conduira à une 

mauvaise élimination de l’insuline, responsable du développement de la résistance à l’insuline.   

À l’inverse, les souris déficientes spécifiquement dans le foie du régulateur négatif d’endocytose, 

p31comet, ont une réduction des taux des RI à la membrane plasmique des hépatocytes et 

deviennent insulino-résistantes (155). Il a aussi été observé que le nombre de RI au niveau de la 

membrane des cellules du foie était diminué chez les souris ob/ob et les personnes atteintes de 

DT2 (147, 156).  L’étude de la mutation génétique responsable de la substitution de l’acide 

glutamique en lysine en position 460 du RI, chez les personnes atteintes du syndrome Donohue, 

a pu révéler qu’une dissociation altérée de l’insuline au RI dans les endosomes induit un recyclage 

anormal du RI, responsable de la résistance sévère à l’insuline (157). La diminution du nombre de 

RI disponibles sur la membrane plasmique peut être provoquée par une dérégulation des taux 

d’endocytose mais aussi par un défaut du recyclage des RI. 

L’endocytose des complexes RI-insuline permet ainsi d’assurer deux fonctions en une : la 

clairance de l’insuline via sa dégradation intracellulaire dans le foie et le renouvellement du bassin 
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de RI déphosphorylés disponibles à la surface de la cellule. La dérégulation de l’endocytose et du 

trafic intracellulaire du RI est un mécanisme potentiel sous-jacent à la résistance à l’insuline. 

b) Mécanismes de déphosphorylation : implication des phosphatases   

Le message de l’insuline est transmis au niveau intracellulaire par les réactions en série de 

phosphorylations. Les phosphatases assurent un mécanisme de rétroaction négatif majeur en 

déphosphorylant ces protéines engagées dans la voie. Cependant, il a été démontré que cette 

inhibition par les phosphatases joue aussi un rôle dans le développement de la résistance à 

l’insuline. 

Les protéines tyrosine phosphatases (PTP) atténuent la transmission du signal en 

déphosphorylant les résidus tyrosine du RI et des IRS. Plusieurs PTP ont été identifiées pour 

participer à cette déphosphorylation comme LAR (Leukocyte common antigen related), SHP1, 

SHP2 ou notamment PTP1B (158). En effet, la surexpression de PTP1B dans des cellules 

musculaires induit une inhibition de la phosphorylation du RI qui entraine une diminution de son 

association avec IRS-1 et donc de l’activation ce dernier (159). Les conséquences sont une 

diminution de la synthèse en glycogène et du transport du glucose. À l’inverse, les souris 

déficientes pour PTP1B présentent une augmentation de la phosphorylation du RI en réponse à 

l’insuline dans le foie et les muscles squelettiques. Ces souris ont une meilleure sensibilité à 

l’insuline et sont protégées contre l’obésité et la résistance à l’insuline induite par un régime riche 

en graisses (160).  

L’action de PI3K est, elle, régulée négativement par les phosphoinositides phosphatases PTEN 

(Phosphatase and Tensin Homolog) et SHIP2 (SH2-containing 5’-inositol phosphatase 2) qui 

déphosphorylent le produit PIP3. L’inactivation totale des gènes codant pour les 

phosphoinositides phosphatases PTEN et SHIP2 conduit respectivement à une létalité 

embryonnaire ou périnatale. Néanmoins, leur importance a pu être mise en évidence dans des 

modèles de souris hétérozygotes Pten+/- et Inppl1+/- (Inppl1 codant pour SHIP2) qui présentent 

une amélioration de la sensibilité à l’insuline (161, 162).  
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L’activation d’AKT est ainsi perturbée via l’action des phosphoinositides phosphatases qui 

empêchent son recrutement à la membrane plasmique. En effet, les souris transgéniques 

surexprimant SHIP2 présentent une diminution de l’activation d’AKT dépendante de l’insuline 

dans les tissus insulino-sensibles (163). Cependant, la phosphorylation d’AKT peut être aussi 

directement ciblée par des protéines phosphatases des résidus sérine/thréonine, comme PP1, 

PP2A/B ou PHLPP (PH domain and Leucine rich repeat PP). Par exemple, les niveaux de PHLPP 

sont augmentés dans les tissus de personnes obèses insulino-résistantes (164). PP2A est 

responsable de la déphosphorylation d’autres substrats de la voie de l’insuline comme p70S6K, 

ERK, PKC (97). Il a été suggéré que les acides gras libres comme le palmitate ou des conditions de 

glucotoxicité, entraineraient une suractivation de la phosphatase PP2A, responsable de 

l’altération de l'action de l'insuline (165, 166). 

c) Phosphorylations inhibitrices de IRS-1 : implication de sérine/thréonine kinases 

L’un des mécanismes clés du rétrocontrôle négatif de la voie de l’insuline implique des protéines 

sérine/thréonine kinases qui vont notamment phosphoryler les IRS. Contrairement aux 

phosphorylations des tyrosines des IRS qui activent la voie de signalisation, les phosphorylations 

en sérine peuvent induire des régulations positives ou négatives. Certaines de ces 

phosphorylations induisent la dissociation des IRS avec le RI, la déphosphorylation de leurs 

résidus tyrosines et peuvent même mener à leur dégradation. Les kinases activées par l’insuline 

capables de phosphoryler les IRS en S/T sont IKK (inhibitor of nuclear factor κB kinase), PKC 

(protein kinase C), mais aussi mTOR, p70S6K, et surtout JNK (c-Jun terminal kinase). En revanche, 

plusieurs facteurs comme les cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-6, IL-1β), les acides gras 

libres ainsi que le dysfonctionnement mitochondrial et le stress du RE peuvent eux aussi activer 

ces enzymes conduisant à une inhibition anormale de la voie et à la pathogenèse de l’insulino-

résistance.  

Par exemple, JNK est la dernière kinase activée de l'une des trois voies des MAPK. En amont, 

MAP3K est activé et phosphoryle les enzymes MAP2K (MKK4 et MKK7), qui, à leur tour, 

phosphorylent et activent JNK. Ensuite, JNK phosphoryle IRS-1 sur plusieurs de ses sérines dont 

S307 qui est l’un des résidus les plus étudiés pour son association avec l’insulino-résistance. En 
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condition normale, JNK est activé par l’insuline. Cependant, en condition inflammatoire ou 

hyperlipidémique, les cytokines comme TNFα ou les acides gras libres, en se fixant sur leurs 

récepteurs respectifs TNFR ou TLR4 (Toll Like Receptor 4), induisent leurs voies de signalisation et 

activent aussi JNK. Ces agents peuvent aussi activer la kinase IKK qui est elle aussi impliquée dans 

ce rétrocontrôle. Ces deux kinases sont aussi induites via l’activation de la voie IRE1α (Inositol-

requiring transmembrane kinase/endoribonuclease 1α) en réponse au stress du RE (167, 168). 

Ainsi, les souris Jnk1-/- et Ikkβ+/- sont protégées contre le développement de la résistance à 

l'insuline induite par une diète riche en graisses (169, 170). À l’inverse, l’obésité induit un stress 

du RE qui conduit à l'hyperactivation de JNK et à la phosphorylation en sérine de IRS-1, 

responsable du développement de la résistance à l’insuline chez la souris (171).  
 

Quant à PKC, celle-ci est activée par différents lipides, les diacylglycérols et les céramides. PKC 

inhibe la voie de signalisation de l’insuline en ciblant différents intervenants. PKC phosphoryle le 

RI sur le résidu Thr1160 induisant une inhibition de son activité tyrosine kinase (172). Elle est 

également responsable de plusieurs phosphorylations inhibitrices de IRS-1 dont S307 (173). Enfin, 

elle inhibe le recrutement d'AKT vers la membrane plasmique, indispensable à son activation, en 

le phosphorylant sur sa thréonine T34 (174).  
 

La voie préalablement détaillée de mTOR-p70S6K1 est aussi impliquée dans le mécanisme de 

rétro-régulation. Une possibilité est qu’elle pourrait être induite par l’hyperinsulinémie. La kinase 

p70S6K1 phosphoryle plusieurs résidus sérines de IRS-1 dont S1101; cette phosphorylation est 

augmentée dans le foie de souris obèses (db/db) mais pas pour les souris p70S6K1-/- qui sont 

protégées de la résistance à l’insuline (175).  
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d) Autres modulateurs  

Il existe d’autres modulateurs négatifs de la voie de l’insuline comme les protéines 

cytoplasmiques adaptatrices GRB10 et GRB14 et les protéines de la famille SOCS (suppressor of 

cytokine signaling) qui se lient directement au RI pour empêcher la fixation d’autres substrats et 

bloquer la transmission du signal de l’insuline, ils favorisent aussi la dégradation d’IRS-1 (176, 

177). L’expression des SOCS est notamment induite par la signalisation des cytokines.   
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Figure 6. Voies de signalisation du récepteur à l’insuline.  Adapté de (97) 

L’insuline se lie à son récepteur (RI) qui s’active par auto/transphosphorylation. Ceci entraine le 

recrutement de substrats tels que les IRS ou SHC qui seront phosphorylés par RI. Les IRS 

permettent l’activation de PI3K qui génère le messager secondaire PIP3 à l’origine du recrutement 

et de l’activation de PDK1 qui phosphoryle AKT. AKT est ensuite complètement activé par 

phosphorylation par le complexe mTORC2. La voie PI3K-AKT participe à la translocation de GLUT4 

à la membrane, à la synthèse protéique et lipidique, au stockage du glucose en glycogène et 

inhibe la néoglucogenèse. L’activation de GRB2 par SHC ou IRS-1 conduit à l’activation de la voie 

RAS-MAPK-ERK qui contrôle la croissance, la prolifération, la différentiation et la survie cellulaire. 

La voie de signalisation de l’insuline est régulée par des modulateurs négatifs tels que les kinases 

JNK, IKK et PKC responsables de phosphorylations inhibitrices du RI et des IRS, les phosphatases 

PTP1B, PTEN, SHIP2, PP2A ou PHLPP qui déphosphorylent le RI, les IRS, PIP3 ou encore AKT.   
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III- Growth arrest-specific 6 (GAS6) et les récepteurs TAM   

A. GAS6  

1. Structure  

Growth arrest-specific 6 (GAS6) a été initialement identifié et nommé en 1988 lors d’un criblage 

de gènes dont l’expression était augmentée dans des fibroblastes embryonnaires de souris 

NIH3T3, en condition d’arrêt de croissance (178). GAS6 est une protéine sécrétée de 678 acides 

aminés avec un poids moléculaire de 75 kDa. GAS6 est constituée d’un domaine N-terminal riche 

en résidus d’acides gamma-carboxyglutamiques (Gla), suivi d’une boucle courte à pont disulfure, 

de quatre domaines de type facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor /EGF), 

et enfin d’une région C-terminale de type steroid hormone-binding globulin (SHBG) composée de 

deux domaines de lamine G (LG). GAS6 partage approximativement 42% d’homologie de sa 

séquence en acides aminées avec la Protéine S (PROS), une protéine à fonction anticoagulante.  

2. Protéine dépendante de la vitamine K : γ-carboxylation  

La présence d’un domaine Gla fait de GAS6 et PROS des protéines dites dépendantes de la 

vitamine K (VK). En effet, avant d’être sécrétée, GAS6 subit une modification post-traductionnelle, 

la γ-glutamyl carboxylation, qui nécessite la présence de VK réduite. Dans le RE, l’enzyme γ-

glutamyl carboxylase (GGCX) convertit les résidus d'acide glutamique (Glu) en résidus d'acide γ-

carboxyglutamique (Gla) par ajout d'un groupe carboxyle. Pour catalyser cette réaction, GGCX 

utilise la forme réduite de la VK comme cofacteur, ce qui conduit à la conversion de la VK sous sa 

forme époxydée. La VK oxydée est ensuite réduite par la vitamine K époxyde réductase VKOR 

pour être recyclée et à nouveau disponible pour GGCX. Ce cycle de recyclage de la VK est perturbé 

par la warfarine, un agent anticoagulant, qui inhibe VKOR, ce qui a donc pour conséquence une 

inhibition de la γ-carboxylation. 

La γ-carboxylation de GAS6 permet l’association calcium-dépendante de son domaine Gla avec 

les phospholipides anioniques, tels que les phosphatidylserines (PtdSer). Ces lipides sont présents 

au niveau de la face interne de la membrane plasmique mais, lors de l'apoptose, l'inactivation des 

flippases conduit à l'exposition de PtdSer sur la surface externe des cellules apoptotiques.  
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B. Les récepteurs TAM  

1. Structure des TAM et ligands  

Les récepteurs TAM appartiennent à la catégorie des récepteurs tyrosine kinase et regroupent 

trois membres :  TYRO3, AXL et MERTK. Les TAM partagent une structure similaire, ils sont 

constitués d’une partie extracellulaire qui contient deux domaines tandems de type 

immunoglobuline (Ig1 et Ig2) suivis de deux domaines de fibronectine de type 3 (FNIII-1 et FNIII-

2). Cette partie extracellulaire peut être sujette à un clivage par les métalloprotéinases ADAM10 

et ADAM17 et peut se retrouver dans la circulation (179, 180). Au niveau des cellules, la structure 

des TAM se poursuit avec un domaine transmembranaire et une partie intracellulaire composée 

du domaine à activité tyrosine kinase. GAS6 et PROS sont les ligands des récepteurs TAM mais 

ont des spécificités de liaison différentes. PROS se lie uniquement aux récepteurs TYRO3 et 

MERTK alors que GAS6 est capable de se lier aux trois (181). GAS6 présente toutefois une affinité 

beaucoup plus élevée pour AXL (suivi de TYRO3 et enfin MERTK) (182). La liaison se fait entre les 

domaines globulaires LG en C-terminale de GAS6 et les domaines Ig des récepteurs TAM.  

2. Activation des TAM 

Lorsque GAS6 se lie à l’un des TAM, les récepteurs s'assemblent en homodimères, ce qui conduit 

à leur autophosphorylation et leur activation. Pour le cas du récepteur AXL, sa dimérisation 

entraîne la phosphorylation de trois tyrosines Y698, Y702 et Y703 au niveau de son domaine 

kinase, qui sont suivies par l’autophosphorylation de trois autres tyrosines adjacentes (Y779 et 

821 et Y866) qui sont les sites d'ancrage actifs pour la transduction du signal (183). Il a également 

été montré que les récepteurs TYRO3 et AXL peuvent hétérodimériser entre eux, pour favoriser 

l’activation des récepteurs à plus faible affinité (184).  

Néanmoins, la liaison de GAS6 à ses récepteurs n’induit pas automatiquement l’activation et la 

phosphorylation de ses derniers. Bien que GAS6 ne se lie pas aux récepteurs par son domaine Gla, 

l’activation des TAM est dépendante de la γ-carboxylation médiée par la VK de ce domaine. Des 

études ont montré que l’abrogation de l’état carboxylé de GAS6, par traitement à la warfarine ou 

par techniques de mutagénèse des résidus Gla, bloquait l’activation des TAM sans néanmoins 
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affecter la capacité de liaison (185, 186). L'une des possibilités est que le déclencheur de 

l'activation des TAM soit les PtdSer exposées à la membrane des cellules apoptotiques et liées au 

domaine Gla de GAS6. L’interaction des PtdSer avec Gla-GAS6 faciliterait la dimérisation des TAM, 

responsable de leur activation. Plusieurs groupes ont montré que les TAM deviennent 

hyperactivés par GAS6 γ-carboxylé en présence de liposomes ou de cellules apoptotiques 

constitués de PtdSer, en particulier TYRO3 et MERTK (185, 187, 188).  

Il a également pu être constaté dans des contextes pathologiques que l’activation des TAM 

pouvait se faire de manière indépendante de leur ligand. Ceci est particulièrement le cas du 

récepteur AXL, sa surexpression dans certains cancers ou la présence de stress oxydatif, induit 

son homodimérisation et son autophosphorylation (189, 190). De plus, les TAM peuvent être 

activés en formant des dimères avec d’autres récepteurs tyrosine kinase qui ne sont pas de leur 

famille. Par exemple, dans les cellules cancéreuses du sein triple négatif, EGFR s'associe à AXL et 

l’active indépendamment de GAS6, entrainant une amplification de sa signalisation en aval (191). 

AXL est connu pour hétérodimériser avec plusieurs récepteurs comme HER2, PDGFR et VEGFR-2 

(192). Par ce processus d’hétérodimérisation, AXL affecte et diversifie les voies de signalisation 

de ses interacteurs.  

3. Expression tissulaire des TAM  

Les TAM sont exprimés dans de multiples tissus et types cellulaires. TYRO3 est majoritairement 

présent dans le système nerveux et le cerveau mais il est aussi exprimé dans les ovaires, les 

testicules, les poumons et la rétine. AXL est exprimé dans la majorité des tissus mais présente une 

expression plus forte dans le cœur, les reins, l’hippocampe et le cervelet, les testicules ainsi que 

dans les cellules endothéliales, les plaquettes, les cellules dendritiques et les 

macrophages/monocytes. MERTK est principalement présent dans les cellules de l’hématopoïèse 

comme les macrophages, les cellules Natural Killer (NK), les mégacaryocytes mais aussi dans les 

ovaires, les testicules, les poumons, la rétine et les reins.  
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Figure 7. Représentation schématique de GAS6 et de ses récepteurs TAM. 

GAS6 est une protéine dépendante de la vitamine K composé d’un domaine d'acides gamma-

carboxyglutamiques (GLA), de quatre domaines de type facteur de croissance épidermique (EGF) 

et de deux domaines de type laminine G (LG). GAS6 agit comme ligand pour les récepteurs TYRO3, 

AXL et MERTK de la famille des TAM. Les récepteurs TAM sont constitués de deux domaines de 

type immunoglobuline (Ig), suivis de deux domaines de fibronectine de type III (FN-III) et d'un 

domaine à activité tyrosine kinase. 
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C. Fonctions pléiotropiques de GAS6 et des récepteurs TAM 

Malgré la similarité dans leur séquence, GAS6 et PROS n’assurent pas des fonctions identiques. 

En effet, à l’inverse de PROS, GAS6 n’a pas de rôle dans la coagulation; les souris déficientes pour 

GAS6 sont viables et ne développent pas de thrombose ou d’hémorragie (193). Au fil du temps, 

GAS6 a pu être caractérisé comme une protéine pléiotropique qui joue un rôle dans divers 

processus physiologiques.  

 

En premier lieu, le fait que GAS6 voit son expression augmentée dans des conditions d’arrêt de 

croissance suggère un rôle dans l’homéostasie cellulaire et plus particulièrement dans la survie 

(178). Le groupe du Dr. Schneider, à l’origine de la découverte de GAS6, a en effet déterminé que 

GAS6 protégeait les cellules NIH3T3, cultivées en absence de sérum, contre l’apoptose (194). Ces 

observations ont pu être confirmées dans un grand nombre de types cellulaires comme les 

cellules endothéliales, les neurones, les chondrocytes et autres (195). GAS6, via notamment son 

récepteur AXL, active plusieurs voies de signalisation pro-survie comme PI3K/AKT ou NF-κB qui 

induisent l’expression du régulateur anti-apoptotique BCL-2 et diminuent les niveaux de la 

caspase 3 pro-apoptotique (196).  

Par la suite, GAS6 a été identifié pour être également impliqué dans la croissance et la 

prolifération cellulaire. Des expériences sur des cellules en culture ont permis de déterminer que 

GAS6, en se liant à AXL, induit plusieurs voies de signalisation mitogéniques telles que la voie 

MAPK-ERK mais aussi la voie des JAK (Janus Kinase) avec l’activation du facteur de transcription 

STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) (194, 197). De plus, il a été aussi 

initialement observé que GAS6 et AXL jouaient un rôle dans la migration cellulaire en favorisant 

l’activation de la GTPase Rac de la famille Rho, responsable de la réorganisation du cytosquelette 

d'actine et de la migration des cellules neuronales sécrétant de l’hormone gonadotrophine GnRH 

(198). Ainsi, ces observations ont permis de mener à l’investigation du rôle de GAS6 et AXL dans 

le développement de cancers. Plusieurs études cliniques montrent que les expressions élevées 

de GAS6 et AXL sont associées avec un mauvais pronostic et favorisent la progression du cancer 

(199). GAS6 favorise la prolifération et la motilité dans plusieurs lignées cancéreuses selon 

différents mécanismes dépendamment du type cellulaire. Par exemple, GAS6 active AXL et 
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favorise la prolifération des cellules de cancer de la prostate en induisant la phosphorylation de 

AKT et MAPK alors que dans des cellules de cancer de schwannome, ce processus est médié par 

NF-κB (200, 201). Pour ce qui est de promouvoir la migration, dans le contexte de cellules 

cancéreuses de la prostate, GAS6 et AXL induisent l’augmentation de l’expression du facteur de 

transcription SLUG impliqué dans la régulation de la transition épithéliale-mésenchymateuse, par 

les voies de signalisation de JNK et MAPK-ERK (202). En revanche, dans des cellules du cancer du 

sein, cette migration peut être induite par la phosphorylation dépendante de la voie GAS6/AXL, 

des protéines ELMO1/2 (Engulfment and Cell Motility) qui interagissent avec la GEF DOCK1 pour 

promouvoir la dynamique du cytosquelette médiée par Rac (203).  Bien qu’il a été démontré que 

dans plusieurs cancers la surexpression in vivo de AXL pouvait être suffisante pour induire ces 

voies de signalisation et provoquer la croissance tumorale et l’apparition de métastases, le rôle 

de GAS6 ne doit pas être sous-estimé ou dénigré (204). Dans des modèles de cancers du sein ou 

pancréatique induits par xénogreffe de cellules des lignées cancéreuses 4T1 ou PancO2, il a été 

observé que les souris déficientes pour GAS6 présentaient une réduction de la taille tumorale et 

une diminution de métastases (205).  

Une autre fonction de GAS6 et des récepteurs TAM concerne la régulation de la clairance des 

cellules apoptotiques via le processus de phagocytose spécifique nommée l’efferocytose. Les 

récepteurs TAM ne pouvant se lier directement aux PtdSer des cellules apoptotiques vont se 

servir de GAS6 et de son domaine Gla comme intermédiaires. Cette caractéristique a surtout été 

mise en évidence in vivo par l’étude phénotypique des souris KO pour les récepteurs TAM (206). 

Ces souris sont viables et ne présentent aucun dysfonctionnement de développement 

embryonnaire. En revanche, elles présentent un grand nombre de phénotypes dégénératifs en 

lien avec un défaut de phagocytose. Les mâles triple TAM KO sont, en effet, stériles, en raison de 

l'élimination inefficace par les cellules de Sertoli, des cellules germinales apoptotiques ayant pour 

conséquence l’accumulation de débris cellulaires durant la spermatogenèse. Cette infertilité 

masculine n’est pas présente dans les souris déficientes pour un seul ou deux récepteurs TAM 

suggérant une redondance pour cette fonction entre les récepteurs. Par ailleurs, les souris TAM 

KO, tout comme celles dépourvues uniquement de MERTK, montrent également une défaillance 

dans la phagocytose des extrémités distales des segments externes des photorécepteurs par les 
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cellules de l'épithélium pigmentaire rétinien conduisant ainsi à leur cécité. L’activation du 

récepteur MERTK mène à la phosphorylation de la GEF VAV1 qui stimule l'activation des Rho 

GTPases Rac1, Cdc42 et RhoA qui régulent les réarrangements du cytosquelette favorisant la 

phagocytose des corps apoptotiques (207). Les souris déficientes individuellement pour GAS6 ou 

PROS au niveau de la rétine ont un nombre normal de photorécepteurs alors que la double 

déplétion phénocopie pleinement la mort des photorécepteurs observée chez les souris mutantes 

pour MERTK, suggérant ainsi que les deux ligands participent à l’efferocytose (208). 

La conséquence la plus grave de la perte des récepteurs TAM chez les souris concerne le système 

immunitaire. Ces souris développent un trouble lymphoprolifératif, une splénomégalie massive 

et surtout de sévères désordres auto-immuns, notamment la polyarthrite rhumatoïde et un 

syndrome pseudo-lupique (206). Ces souris présentent des niveaux élevés d'auto-anticorps 

circulants contre l'ADN, le collagène et les phospholipides mais aussi une augmentation de la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Ces phénotypes immunitaires résultent de la 

défaillance, à la fois de l’efferocytose mais aussi de la réponse inflammatoire innée aux 

pathogènes médiées par les cellules dendritiques et les macrophages. Les TAM sont, en effet, des 

régulateurs négatifs des récepteurs de type Toll (TLR) et jouent un rôle essentiel dans le maintien 

de l’homéostasie du système immunitaire. Les TAM activent STAT1 qui induit sélectivement la 

transcription des suppresseurs endogènes des voies de signalisation des cytokines, SOCS1 et 

SOCS3. Ces protéines inhibent la voie de signalisation TLR en ciblant les protéines en aval comme 

MAL (MyD88 adaptor-like) dans le cas de SOCS1 et TRAF3 et TRAF6 (TNF receptor associated 

factors) pour ce qui est de SOCS3 (209). 

Comme nous avons pu le souligner, GAS6 et les récepteurs TAM occupent une multitude de 

fonctions et leur voie de signalisation est impliquée dans de nombreuses pathologies comme 

l'athérosclérose, le cancer ou encore les maladies auto-immunes. Certaines évidences suggèrent 

également un rôle potentiel dans le développement de troubles métaboliques.  
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D. Rôle potentiel de GAS6 et AXL dans le métabolisme 

1. Obésité et inflammation 

En 1999, le groupe du Dr. Medlock, en voulant étudier l’implication d’AXL dans l’apparition et la 

progression des leucémies myéloïdes, a révélé un nouveau rôle potentiel du récepteur, cette fois-

ci dans la régulation du métabolisme. En générant des souris transgéniques pour AXL dans toutes 

les cellules de la lignée myéloïde, l’équipe a constaté que ces souris ne présentaient pas de 

tumeurs malignes hématopoïétiques, mais de façon surprenante devenaient obèses (210). À 

l’inverse, l’administration par voie orale, de l’inhibiteur pharmacologique d’AXL, le R428 protège 

les souris traitées contre l’obésité induite par un régime riche en graisses (204). Selon les études 

in vitro, cette protection acquise par l’inhibition d’AXL serait due à une altération de la 

différenciation des préadipocytes en adipocytes matures, avec une réduction de l’absorption 

lipidique (211). L’implication de GAS6 dans ce processus a été évaluée à l’aide d’un modèle de 

souris déficientes pour GAS6. Ces souris ne présentent pas de différence de poids sous un régime 

normal. En revanche, elles présentent une masse graisseuse sous-cutanée et gonadique réduites 

sous une diète riche en graisses, qui n’est pas causée par une différence en prise alimentaire ou 

en activité physique (212). Ces résultats suggèrent donc que GAS6 et AXL seraient impliqués dans 

l’adipogenèse, le développement de l’obésité et qu’inhiber leur voie aurait des effets bénéfiques. 

Comme mentionné précédemment, l’obésité est définie par un état inflammatoire chronique de 

bas grade accompagné d’une augmentation des niveaux de cytokines circulants pouvant induire 

une résistance à l’insuline et une dérégulation de l’homéostasie glucidique. Il se trouve que les 

souris transgéniques pour AXL présentaient également des signes d’inflammation avec une 

augmentation des taux plasmatiques de TNFα. En revanche, dans des modèles de stéatohépatite 

non-alcoolique ou dommages hépatiques, il a été observé que les souris déficientes pour GAS6 

présentaient une réduction de l'inflammation du foie qui se traduit par une réduction de 

l’infiltration du tissu par les macrophages, une diminution de l’activation des cellules Kupffer 

(macrophages hépatiques résidents) ainsi que de la synthèse des cytokines (213, 214). La fibrose 

et l’inflammation constatées dans la stéatohépatite non-alcoolique, sont également réduites à la 

suite du blocage du récepteur AXL par le R428 chez la souris (215). Ces études peuvent suggérer 



91 
 

que l’absence de GAS6 ou l’inhibition de la voie AXL/GAS6 pourrait protéger contre l’état 

inflammatoire.  

Enfin, une étude clinique a révélé que les niveaux de GAS6 circulants étaient significativement 

plus élevés chez des adolescents en surpoids ou obèses en comparaison à un groupe de poids 

normal (216). De plus, dans la même étude, les taux de GAS6 corrélaient positivement avec les 

taux de TNFα et de la protéine C-réactive, autre indicateur inflammatoire.   

2. Insulinorésistance et diabète  

En plus de devenir obèses, les souris AXL transgéniques possédaient également des 

caractéristiques phénotypiques associées au développement du DT2. En effet, les souris 

devenaient hyperinsulinémiques, intolérantes au glucose et résistantes à l’insuline (210).  

De façon intéressante, plusieurs études d’association pangénomique (GWAS) ont mis en évidence 

l’existence de polymorphisme nucléique de GAS6 associé à l’hémoglobine glyquée (HbA1c), un 

marqueur utilisé pour diagnostiquer le diabète (217, 218). Certains polymorphismes de GAS6 et 

AXL ont également été répertoriés comme étant associés à l'adiposité, à l'inflammation, à la 

résistance à l'insuline et au DT2 chez l'humain (219, 220). Dans l’étude précédemment 

mentionnée, les niveaux élevés de GAS6 observés chez les adolescents obèses ou en surpoids 

sont associés avec un risque plus élevé de développer la résistance à l’insuline (216) . 

En conclusion, ces études soulignent la possible implication de GAS6 et AXL dans l’installation de 

l’insulinorésistance et donc du développement du DT2.  
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Hypothèse de recherche 

De façon intéressante, des études corrélatives ont montré que des niveaux sériques élevés de 

GAS6 et des polymorphismes dans le gène GAS6 seraient associés à l’obésité, à la résistance à 

l’insuline ou au diabète de type 2. Cependant, les mécanismes par lesquels GAS6 influence ces 

désordres métaboliques n’est pas connu.   

Hypothèse : Nous suggérons que GAS6 est responsable de l’activation d’un ensemble spécifique 

de voies de signalisation influençant les réponses moléculaires de la sensibilité à l’insuline dans 

les tissus cibles et modulant ainsi l’homéostasie glucidique. 

 
Objectifs : 
 
Chapitre 2 
 
Le nombre d'études corrélatives suggérant une association entre les taux circulants de GAS6 et 

le développement de troubles métaboliques est limité et se trouve restreint à des études 

menées dans des populations asiatiques. Nous avons voulu évaluer la possible corrélation entre 

GAS6 et le métabolisme du glucose, dans une étude réalisée pour la première fois dans une 

cohorte de femmes canadiennes. Ces femmes sont dites à risque en vue de leur âge, de leur 

sédentarité, de leur surpoids ou obésité et de leur statut de femmes post-ménopausées.  

 
Chapitres 3 et 4   
 
Les buts de ce projet de recherche sont d’étudier l’importance de GAS6 dans le développement 

de la résistance à l’insuline et du diabète in vivo mais aussi de déterminer les voies de 

signalisation déclenchées par GAS6 qui influencent la sensibilité à l’insuline.  
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ABSTRACT 

Background and objective: Growth-arrest specific 6 (GAS6) is a circulating protein that interacts 

with its tyrosine kinase receptors TAM (TYRO3/AXL/MERTK) to mediate a variety of biological 

functions. GAS6-TAM signaling is known to play a critical role in cellular homeostasis by regulating 

proliferation, survival and migration, but it is also implicated in immune functions and 

inflammation processes. Although several studies suggest an association between GAS6 and 

metabolic disorders such as obesity and glucose intolerance, these results remain controversial 

and limited. The aim of this study was to investigate, for the first time, the association between 

circulating GAS6 levels and determinants of glucose tolerance, insulin sensitivity, liver function 

and inflammation in Canadian patients. 

Methods: A total of 126 non-diabetic overweight and obese sedentary postmenopausal women 

were recruited for this study. Serum GAS6 levels were measured by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) and associations with anthropometric measurements, 

inflammatory and glucose tolerance status were determined.   

Results: Circulating GAS6 levels positively correlated with subcutaneous adipose tissue area (P = 

0 .0062), waist circumference (P =0.0096), waist to hip circumference (P =0.0105), serum level of 

the proinflammatory marker interleukin-6 (P = 0.0082), and liver enzymes ALT and AST levels (P 

= 0.0154; P = 0.0012) among overweight and obese women. In contrast, GAS6 levels are 

negatively correlated with total and LDL cholesterol levels (P = 0.0395; P = 0.0261). There was no 

significant association with insulin sensitivity and secretion. However, stratification of data by 

quartiles of serum GAS6 levels revealed that women with elevated circulating GAS6 levels have 

significantly lower glucose tolerance compared to those with the lowest GAS6 levels.  

Conclusions: Serum levels of GAS6 are associated with adiposity, inflammation, liver dysfunction 

and altered glucose tolerance among overweight and obese postmenopausal women.  
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INTRODUCTION 

The number of people with obesity is increasing dramatically and worryingly around the world. 

In Canada, obesity has become a major concern and health issue. In 2018, 63% of the adult 

Canadian population was overweight or obese (1). Obesity is known to be a risk factor in the 

establishment of several metabolic disorders such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), 

insulin resistance and type 2 diabetes (T2D). 

Obesity results from, among other things, an excessive expansion of white adipose tissue 

associated with immune cells infiltration, which can cause a low-grade inflammation state. 

Increased production of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNFα) 

and interleukin 6 (IL-6), may contribute to insulin resistance in liver, skeletal muscle and adipose 

tissue favoring the development of T2D (2). Although the relationship between obesity and T2D 

is established, the heterogeneity of metabolic and glucose profiles of obese individuals supports 

the notion that additional factors may be involved in the dysregulation of glucose homeostasis 

and the development of diabetes (3). 

Growth-arrest specific 6 (GAS6) is a secreted protein which belongs to the family of vitamin K-

dependent proteins. GAS6 contains an N-terminal Gla domain, subject to post-translational γ-

carboxylation  mediated by the GGCX enzyme which requires vitamin K as a cofactor (4). This γ-

carboxylation is necessary to allow the activation of GAS6 receptors which are: TYRO3, AXL and 

MERTK (TAM) (5, 6). GAS6 has been implicated in the regulation of multiple and diverse biological 

processes such as phagocytosis of apoptotic cells, cell proliferation and migration, platelet 

aggregation, endothelial cell activation or regulation of cytokine production (7-9). 

The implication and the role of GAS6 in metabolism remains poorly understood. A limited number 

of clinical studies performed in East Asian cohorts, suggested an association between circulating 

levels of GAS6, obesity, insulin resistance or type 2 diabetes. However, the directionality of these 

association remains unclear, since one study reported a positive correlation between serum GAS6 

levels and insulin resistance in obese non-diabetic adolescents while another found decreased 

GAS6 levels specifically in women or adults with T2D (10, 11). 
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The aim of this study was to investigate for the first time, in a Canadian cohort, the link between 

GAS6 and risk factors related to diabetes. We hypothesized that GAS6 could be considered a early 

marker of metabolic syndrome. Serum GAS6 levels were measured in the Montreal and Ottawa 

New Emerging Team (MONET) cohort which is comprised of non-diabetic women who are 

considered at risk because of their overweight or obesity, their sedentary lifestyle and their 

postmenopausal status. 
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MATERIAL AND METHODS  

Human cohort 

This study is a secondary analysis of data and samples from the Montreal and Ottawa New 

Emerging Team (MONET) cohort composed of a total of 126 overweight or obese 

postmenopausal women, between 46 and 70 years old. As previously described (12), women 

were enrolled in the study if they respect the inclusion criteria:  postmenopausal (no 

menstruation for more than 1 year and a follicle-stimulating hormone level ≥ 30 U/l) with no 

hormone replacement therapy, body mass index (BMI) ≥ 27 kg/m2, sedentary (≤ 2 h/week of 

structured exercise), non-smoker, and no medical treatment that could affect cardiovascular or 

metabolic functions. Women included have no medical record of cardiovascular disease, 

peripheral vascular disease, stroke or inflammatory disease and no diabetes (glycemia 

≤ 7.0 mmol/L under fasting condition and/or ≤ 11.0 mmol/L 2 h after a 75 g glucose tolerance 

test). Each participant signed a consent form before the initiation of the study.   

Anthropometric measurements and body composition  

Body weight (BW), fat and lean mass were assessed using dual-energy X-ray absorptiometry 

(General Electric Lunar Corporation) and standing height was evaluated with a wall stadiometer 

(Perspective Enterprises) (13). Body mass index was calculated with the formula BMI=body 

weight/height2 (kg/m2). Waist circumference was determined by measuring the mid-distance 

between the lowest rib and the iliac crest with a linear tape measure. Visceral and subcutaneous 

adipose tissue were measured using a High-Speed Advantage Computed Tomography (CT) 

scanner (General Electric Medical Systems) as described previously (13). 

Blood samples and biochemical measurements 

Venous blood samples were collected after a 12-h overnight fast. Measurements of total 

cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol, 

triglycerides (TG), and alanine and aspartate aminotransferases (ALT and AST) were done using a 

COBAS INTEGRA 400 analyzer (Roche Diagnostic, Canada), as previously described (12). 

Assessments of serum high-sensitivity C-reactive protein, (hsCRP), apolipoprotein B (ApoB), 
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orosomucoid, and haptoglobin levels were made by immunonephelometry on an IMMAGE 

analyser (Beckman Coulter, France). Inflammatory markers levels such as interleukins (IL-6) were 

determined using specific commercial ELISA kits as previously described (14).   

 

Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) 

As previously reported (15), after a 12h fast, a 2h 75g-oral glucose tolerance test (OGTT) was 

performed for all women, according to the guidelines of the American Diabetes Association (16). 

Venous blood samples were collected before (0 minute) and during OGTT at 30, 60, 90 and 120 

minutes. Plasma glucose and insulin levels were determined using COBAS INTEGRA 400 analyzer 

(Roche Diagnostic, Canada) and by human insulin–specific radioimmunoassay (Linco Research, St 

Charles, MO) respectively. The Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR) 

was calculated with the formula: HOMA-IR = (fasting glucose × fasting insulin)/22.5. 

Insulin Sensitivity value was obtained with the Matsuda Index (ISI-Matsuda): 10 000/ [square 

(fasting glucose x fasting insulin x mean glucose OGTT x mean insulin OGTT)] (17). 

 
Measurements of GAS6 in serum 

The serum GAS6 level of each participant was measured using the human GAS6 ELISA (DuoSet 

ELISA, R&D Systems, DY885) following the manufacturer’s directions. In brief, a 96-well plate was 

coated with polyclonal mouse anti-human GAS6 antibody (400ng/ml) and incubated overnight at 

room temperature (RT). After three washes with Wash Buffer (PBS with 0.05% Tween), the plate 

was blocked for 1h with Reagent Buffer (1% BSA in PBS) at RT. The plate was washed three 

additional times and 2 µL of samples or standards (recombinant human GAS6; DuoSet ELISA, R&D 

Systems) diluted in Reagent Buffer (98 µL) was incubated for 2h at RT. Washing steps were 

repeated and biotinylated goat anti-human GAS6 antibody (100 ng/mL) was incubated for 2h at 

RT. Plate were washed again with Wash Buffer and streptavidin conjugated to horseradish 

peroxidase was added in each well for 20 minutes in the dark. After a final wash procedure, 

tetramethylbenzidine was incubated for 15 minutes in the dark and the reaction was stopped 

with HCl 1M. Determination of optical density of each well was performed using a microplate 
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reader set at 450 nm. Concentrations of GAS6 in the samples were calculated from a polynomial 

second-order standard curve obtained from the standards included in ELISA assay. 

Statistics 

Skewness tests were used to evaluate the distribution and homogeneity of the variables. Alanine 

and aspartate aminotransferases (ALT and AST), interleukin 6 (IL-6) and ISI were not distributed 

normally, and log-transformation was carried out for further analyses. We performed bivariate 

Pearson’s correlations to associate circulating GAS6 levels with metabolic and physiological 

parameters such as glucose tolerance and inflammation-related markers. We divided the 

population in quartiles based on serum GAS6 levels and we compared glucose curves of OGTT 

between quartiles.  

Study approval  

The MONET cohort study was approved by the University of Montreal Medical Committee and 

each participant read and signed the consent form before the study.  
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RESULTS  

Anthropometric and biochemical data of the MONET cohort 

A total of 126 non-diabetic overweight and obese postmenopausal women were enrolled in this 

study. Physical and metabolic characteristics of the subjects are presented in Table 1. The mean 

age of this population was 57.6 years, and the average BMI was 32.7 kg/m2 with 62.7% of obese 

individuals. Specifically, 47 women were overweight (BMI < 30, average: 28.5 ± 0.96 kg/m2) and 

79 were obese (BMI > 30; average: 35.2 ± 4.0 kg/m2). 

Table 1. Anthropometric and metabolic characteristics of the 126 overweight and obese 
postmenopausal women. (n = 126, unless otherwise indicated) 

Characteristics of the population Mean ± SD Range 

Age (years) 57.6 ± 4.9 46.0 - 70.5 
Body mass index (kg/m2)  32.7 ± 4.6 27.01 - 48.46 
Lean body mass (%) 50.9 ± 4.6 39.68 - 59.77 
Fat body mass (%) 46.1 ± 4.7 37.40 - 57.90 
Waist circumference (cm) n=125 96.7 ± 9.1 80.00 - 113.50 
Hip circumference (cm) n=125 116.7 ± 10.6 99.00 - 166.50 
Visceral adipose tissue (cm2) n=125 188.6 ± 55.6 82.65 - 345.63 
Subcutaneous adipose tissue (cm2) n=125 475.5 ± 113.1 305.25 - 775.96 
     
Fasting glucose (mmol/L) n=125 5.3 ± 0.5 4.14 - 7.20 
Fasting insulin (µU/ml) n=124 16.1 ± 6.1 5.29 - 39.52 
Insulin sensitivity index n=119 2.9 ± 1.4 0.59 - 8.68 
HOMA-IR n=124 3.8 ± 1.5 1.08 - 8.96 
     
Cholesterol (mmol/L) 5.4 ± 0.9 3.27 - 7.45 
HDL-C (mmol/L) 1.5 ± 0.3 0.95 - 2.66 
LDL-C (mmol/L) 3.2 ± 0.8 1.43 - 5.09 
TG (mmol/L) 1.6 ± 0.7 0.49 - 4.45 
     
Alanine aminotransferase (U/L) n=125 26.1± 13.3 6.00 - 80.00 
Aspartate aminotransferase (U/L) n=125 21.1 ± 6.6 13.00 - 45.00 
     
GAS6 (ng/ml) 23.9 ± 6.3 8.19 - 40.78 

HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance; HDL-C: high density lipoprotein 

cholesterol; LDL-C: low density lipoprotein cholesterol; TG: triglycerides  
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Serum GAS6 levels were measured with a previously characterized ELISA assay and statistical 

correlation tests were performed between serum GAS6 levels and various anthropometric, 

metabolic and biochemical parameters. The average concentration of circulating GAS6 among the 

MONET population was 23.9 ng/ml and ranged from 8.19 to 40.78 ng/ml (Table 1). 

 

Positive association between circulating GAS6 levels and adiposity characteristics 

As shown in Table 2, circulating GAS6 concentrations were not statistically associated with BMI, 

lean or fat body mass. However, bivariate Pearson's correlations revealed that GAS6 levels were 

positively and significantly associated with waist circumference and waist to hip circumference 

(r = 0.2254, P = 0.0096; r = 0.2229, P =0.0105, respectively) among these overweight and obese 

postmenopausal women. Moreover, GAS6 levels correlated with subcutaneous adipose tissue (r = 

0.2378, P = 0.0062). No correlation was found with visceral adipose tissue.  

Table 2. Association between serum GAS6 levels and physical and adiposity parameters among 
the MONET cohort. (n = 126, unless otherwise indicated) 
 

Characteristics Pearson's 
correlation (r) P value  

Body mass index (kg/m2)  0.1586 0.0692 

Lean body mass (%) -0.1115 0.2029 

Fat body mass (%) 0.1196 0.1719 

Waist circumference (cm) n=125 0.2254 0.0096 ** 

Waist to hip circumference (cm) n=125 0.2229 0.0105 * 

Visceral adipose tissue (cm2) n=125 0.02483 0.7783 

Subcutaneous adipose tissue (cm2) n=125 0.2378 0.0062** 

 

   *: P < 0.05; **: P < 0.01 
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Association between circulating GAS6 levels and lipid metabolism, liver dysfunction and 

inflammation  

Overweight and obese women who presented high GAS6 levels had significantly lower levels of 

total cholesterol and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) (r = -0.1837, P = 0.0395; r = -

0.1982, P = 0.0261, respectively) as well as total cholesterol/ high-density lipoprotein cholesterol 

(HDL-C) ratio (r = -0.1799, P = 0.0438). However, HDL-C levels were not significantly different 

depending on GAS6 concentration (Table 3). In addition, there were no significant correlations 

between GAS6 levels and serum free fatty acid and triglycerides levels. Serum levels of the liver 

enzymes, alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were positively 

associated with circulating GAS6 among the population. These correlations became more robust 

using log-transformed ALT and AST normalized values. These results suggest a significant positive 

correlation between GAS6 and parameters of hepatic dysfunction. Moreover, bivariate Pearson’s 

correlation showed a significant positive association between circulating levels of GAS6 and the 

inflammatory marker IL-6 (r = 0.2373, P = 0.0082). 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 
 

Table 3. Pearson’s correlation coefficients between serum GAS6 levels with lipid profile, liver 
enzymes and inflammation among overweight and obese postmenopausal women. (n = 126, 
unless otherwise mentioned) 

 

Variables Pearson's correlation (r)  P value  

Cholesterol (mmol/L) -0.1837 0.0395 * 
HDL-C (mmol/L) 0.01874 0.8350 
LDL-C (mmol/L) -0.1982 0.0261* 
Cholesterol/HDL-C -0.1799 0.0438* 
TG (mmol/L) -0.04015 0.6553 
FFA (mmol/L) n=66 0.1427 0.2532 
    
ALT (U/L) n=125 0.2162 0.0154 * 
Log (ALT) n=125 0.2224 0.0127 * 
AST (U/L) n=125 0.2865 0.0012 ** 
Log (AST) n=125 0.2934 0.0009 *** 
    
IL-6 (pg/ml) n=123 0.166 0.0666 
Log (IL-6) n=123 0.2373 0.0082 ** 
   

HDL-C: high density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low density lipoprotein cholesterol; 

Cholesterol-HDL: ratio cholesterol/HDL-C; TG: triglycerides; FFA: free fatty acids; ALT: alanine 

aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase.                     

*: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001 
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Positive correlation between GAS6 levels and glucose intolerance  

No direct correlation was detected between serum GAS6 levels and fasting glucose or fasting 

insulin (Table 4). However, GAS6 levels correlated with glucose and insulin levels after a 2h-OGTT 

challenge (r = 0.2105, P = 0.02; r = 0.2124, P = 0.0188, respectively) among overweight and obese 

postmenopausal women.  

 

Table 4. Correlation between circulating GAS6 levels and OGTT data in the MONET cohort. 

 

Metabolic data Pearson's 
correlation (r)  P value  

OGTT glucose     
    Fasting glucose (mmol/l) n=125 -0.09692 0.2862 
    2-h glucose (mmol/l) n=125 0.2105 0.02* 
OGTT insulin     
    Fasting insulin (μU/ml) n=124 0.02924 0.7472 
    2-h insulin (μU/ml) n=122 0.2124 0.0188* 
HOMA-IR n=124 0.003172 0.9721 
Log (ISI)-Matsuda n=119 -0.04577 0.6211 

OGTT: Oral Glucose Tolerance Test                    
*: P < 0.05 

To better understand the impact of GAS6 levels on glucose metabolism, subjects were divided 

into quartiles depending on their serum GAS6 concentration. Glucose and insulin plasma levels 

during the OGTT were then compared between quartiles (Fig.1). We focused on the lowest and 

highest quartiles of GAS6 (Quartiles 1 and 4) which presented a significant difference in GAS6 

serum levels (Fig.1A). As shown in Fig.1B and C, women with the highest levels of GAS6 have 

significantly lower glucose tolerance compared to those with lower levels of circulating GAS6.  

There was no significant difference in insulin secretion during the OGTT (Fig1.D-E).  
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Figure 1. High levels of circulating GAS6 in overweight and obese postmenopausal women 
correlate with glucose intolerance. 

The MONET cohort was divided into quartiles according to GAS6 levels. (A) Circulating GAS6 levels 

in Quartile 1 (Q1) and Quartile 4 (Q4) of the MONET population. (B-C) Oral Glucose Tolerance Test 

(OGTT), and the Area under the curve (AUC) stratified by quartiles of GAS6 levels in overweight 

and obese postmenopausal women. Comparison was made between GAS6 Quartile 1 and 

Quartile 4. (D-E) Plasma insulin levels during OGTT and AUC results of the overweight and obese 

postmenopausal women depending on their serum GAS6 levels (Q1 and Q4). Results represent 

mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, by unpaired, 2-tailed Student’s t test (A,C,E) or 

by 2-way ANOVA for repeated measurements with Bonferroni’s multiples comparisons test (B 

and D).  
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DISCUSSION  

 
This study is the first to investigate the association between circulating GAS6 levels and metabolic 

factors in Canadian women with high risks of developing type 2 diabetes because of their weight 

and their postmenopausal and sedentary statutes.  

Correlations between GAS6 and anthropometric measurements in the MONET population were 

first evaluated. The results showed that GAS6 levels correlated positively with various adiposity 

parameters such as waist and waist-to-hip circumferences and notably with subcutaneous 

adipose tissue area. A previous clinical study showed higher plasma GAS6 levels in a Taiwanese 

population of overweight or obese adolescents in comparison to lean adolescents (10). In this 

same study, GAS6 levels were also positively correlated with waist and waist-to-hip 

circumferences and BMI. It was also found in a mouse model that GAS6 expression was 

significantly higher in the subcutaneous adipose tissue of obese mice fed a high-fat-diet compared 

to lean mice fed a normal diet (18). In addition, transgenic mice overexpressing AXL, the receptor 

for which GAS6 has the strongest affinity, become obese and conversely inhibition of the 

GAS6/AXL pathway with the pharmacological inhibitor R428 protects against obesity induced by 

high-fat-diet (19-21). However, it is important to emphasize that the involvement of GAS6/TAM 

signaling in obesity remains contradictory. The study of AXL-deficient mice did not reveal any 

phenotype related to adiposity (18). Moreover, clinical studies carried out in women or in adults 

with T2D suggest that circulating GAS6 levels negatively correlate with BMI (11, 22). This variation 

in GAS6 levels correlations may be due to differences between cohorts, such as age or the stages 

in the development of the metabolic disorders. 

In several pathological conditions, a significant elevation of circulating GAS6 levels is noted, such 

as in sepsis, chronic liver disease, renal dysfunction, or systemic lupus erythematosus, and may 

be related to disease severity (23-26). Since the interplay between obesity, inflammation and liver 

disorders plays a central role in the development of the pathophysiology of T2D, we investigated 

the involvement of GAS6 in a cohort deemed to be at risk. This study revealed positive 

correlations between serum levels of GAS6 with the pro-inflammatory cytokine IL-6, and the liver 
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enzymes, AST and ALT, whose elevated levels are indicators of hepatic dysfunction, among non-

diabetic overweight and obese women. Furthermore, circulating GAS6 levels are associated with 

alterations in glucose tolerance. These results are consistent with the study by Hsiao et al. among 

non-diabetic overweight and obese adolescents, which reported a significant positive correlation 

between GAS6 and serum levels of the proinflammatory cytokine TNF-α known to be involved in 

insulin resistance development. The same study also detected a positive association between 

circulating GAS6 and hsCRP, a marker of systemic inflammation(10). Interestingly, this study 

noticed a strong positive correlation between GAS6 levels and HOMA-IR and even reported that 

every increase of 1 ng/mL in circulating GAS6 concentration corresponds to an increase of 15-

19% in the risk of developing insulin resistance. Likewise, AXL transgenic mice develop an 

inflammatory state with increased serum TNF-α levels, accompanied by glucose intolerance and 

insulin resistance, suggesting that dysregulation of GAS6/AXL signaling could be involved in the 

establishment of alterations in glucose homeostasis (20).  

However, several previous studies demonstrated that specific polymorphisms in the GAS6 gene 

could lead to decreased protein levels, and lower circulating levels of GAS6 correlated negatively 

with BMI, inflammatory markers IL-6 and TNF-α, fasting glucose and insulin resistance (22, 27, 

28). The differences between studies can be explained by several parameters. First, the ethnicity; 

most of the previous studies were carried out in Asian or Middle Eastern populations whereas the 

current study was completed on a Canadian population although we did not analyze this factor. 

Second, the main difference is the disease state, i.e. people with T2D or not, one possibility is that 

the levels of GAS6 could vary depending on the advancement of the illness. 

TAM signaling is known to be involved in the suppression of Toll-like receptor-induced 

inflammation and the regulation of cytokine release (29). Thus, these studies hypothesized that 

a decrease in GAS6 levels leads to a reduced TAM signaling and anti-inflammatory effects, that 

can cause dysregulated activation of the innate immune system which consequently impairs 

glucose metabolism. Nevertheless, GAS6/TAM signaling display anti-inflammatory or pro-

inflammatory responses depending on the cell type. For example, in vitro GAS6 treatment of 

monocytes/macrophages inhibits TNF-α and IL-6 secretion after LPS-challenge (30). Conversely, 
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TAM KO mice exhibit an increased secretion of TNF-α after LPS-stimulation (31). In parallel, a pro-

inflammatory role of GAS6 was also demonstrated in in vivo studies using GAS6-deficient mice. 

Indeed, GAS6 deletion leads to decreased expression of pro-inflammatory markers, such as IL-1β 

and TNF-α, and protects against hepatic inflammation induced by choline-deficient ethionine-

supplemented diet (32). Additionally, GAS6 was shown to promote pro-inflammatory endothelial 

cell activation (33). Therefore, it is important to recognize the complexity and heterogeneity of 

the effects of GAS6 depending on the wide variety of target cells and the multiple receptors 

involved, even within the same tissue. A recent study was able to put the duality of GAS6 

responses in the liver into perspective. Indeed, GAS6 was shown to protect hepatocytes against 

lipotoxicity via activation of its receptor MERTK, while its AXL-dependent signaling promoted 

fibrosis in hepatic stellate cells and inflammation in Kupffer cells (34). This could explain our 

observations regarding a possible increase in liver damage. 

In conclusion, this study suggests that elevated serum GAS6 levels are positively associated with 

specific markers of adiposity, inflammation, liver dysfunction and alterations in glucose clearance. 

Further studies are needed in order to understand the molecular mechanisms by which GAS6 and 

TAM receptors could affect glucose metabolism and to explore new therapeutic approaches 

against T2D.  
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ABSTRACT  

Growth-arrest specific 6 (GAS6) is a secreted protein that acts as a ligand for TAM receptors 

(TYRO3, AXL and MERTK). Studies in humans have shown that GAS6 circulating levels and genetic 

variations in GAS6 gene are associated with hyperglycemia and increased risk of type 2 diabetes. 

However, the mechanisms by which GAS6 influences glucose metabolism are not understood. 

Here, we show that Gas6 deficiency in mice increases insulin sensitivity and protects from diet-

induced insulin resistance. Conversely, increasing GAS6 circulating levels is sufficient to reduce 

insulin sensitivity in vivo. Recombinant GAS6 inhibits the activation of the insulin receptor (IR) and 

reduces insulin response in muscle cells. Mechanistically, the GAS6 receptor AXL heterodimerizes 

with the IR, while GAS6 reprograms signaling pathways downstream of IR. This results in 

increased trafficking of the IR to Rab7a-positive late endosomes following insulin treatment. 

Together, these results delineate the cellular mechanisms by which GAS6 and AXL influence 

insulin sensitivity.  
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INTRODUCTION 

 

Type 2 diabetes (T2D) prevalence is increasing worldwide, becoming one of the most important 

chronic diseases. At the root of the pathophysiology of T2D lies insulin resistance, an insufficient 

response to insulin in target tissues such as skeletal muscle, adipose tissue, and liver. Due to this 

resistance, in T2D, the capacity of insulin to stimulate glucose uptake, to promote glycogenesis or 

to inhibit gluconeogenesis and lipolysis, is blunted thus leading to uncontrolled hyperglycemia. 

Among all the insulin sensitive-tissues, skeletal muscle is responsible for the utilization of ~80% 

of postprandial blood glucose while it represents only 40% of the total body weight, making it one 

of the major targets of insulin. Skeletal muscle is also one of the earliest tissues affected by insulin 

resistance in pre-diabetic subjects (1-2). 
 

At the cellular level, insulin mediates its actions by binding to the insulin receptor (IR), triggering 

IR dimerization and autophosphorylation of its tyrosine kinase domain. These molecular events 

result in the recruitment and phosphorylation of insulin receptor substrates (IRS) proteins leading 

to the activation of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT) pathway that 

plays a critical role in the molecular response to insulin (3-5). Alterations in IR and PI3K/AKT 

activation or phosphorylation in response to insulin impact several cellular pathways including 

glucose uptake (5). A reduction in the level of activation of the insulin signaling cascade in the 

muscle has been associated with insulin resistance and contributes to the development of T2D 

(6-8). However, the cellular mechanisms involved in the development of muscle insulin resistance 

are still not fully understood.  
 

Growth-arrest specific 6 (GAS6) is a secreted protein initially identified as upregulated in growth-

arrested fibroblasts (9). GAS6 is composed of an N-terminal Gla domain, four central epidermal 

growth factor-like domains and two laminin G-like (LG) domains. The Gla domain contains 

multiple glutamic acid residues (Glu) which undergo vitamin K-dependent γ-carboxylation (10). 

GAS6 functions as a ligand for the TAM family of receptor tyrosine kinases (RTK), which includes 

3 members: TYRO3, AXL and MERTK (11). Several studies have demonstrated that γ-carboxylation 

in the Gla domain of GAS6 is required for the full activation of TAM receptors by this protein (12-
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14). Protein S (PROS), which functions as an anticoagulant and shares 44% of its amino acid 

sequence with GAS6, also acts as a ligand for the TAM receptors in vitro. However, GAS6 and 

PROS may have different functions in vivo given that mice lacking Pros1 dies in utero from 

hemorrhages, while Gas6-/- mice are viable and do not suffer spontaneous bleeding or thrombosis 

(15, 16). Moreover, recent studies have established that only GAS6 can activate AXL, while TYRO3 

and MERTK act as both PROS and GAS6 receptors (17, 18), suggesting that the non-redundant 

functions of GAS6 are mediated by AXL. TAM receptors have been implicated in several 

homeostatic functions in adult mice including spermatogenesis, clearance of apoptotic cells, 

suppression of inflammation and platelet activation (19-22). Additional studies suggest that AXL 

promotes cancer cell survival and migration and is involved in tumor progression and cancer 

metastasis (23-28). Yet, the physiological function of GAS6 remains unclear, since mice lacking 

Gas6 are apparently devoid of phenotype under normal conditions (16, 29).  
 

Recent studies in humans suggest a potential role of GAS6 and AXL in insulin sensitivity, glucose 

homeostasis and T2D (30-32). Serum levels of GAS6 were found to be elevated in obese 

adolescents compared to lean subjects and circulating levels of GAS6 were strongly correlated 

with insulin resistance in this population (32). GAS6 and AXL gene polymorphisms were also 

reported to be associated with insulin resistance and T2D in humans (33, 34). Similarly, genome-

wide association studies (GWAS) have identified a positive association between non-coding 

single-nucleotide polymorphisms (SNP) in the human GAS6 gene and the circulating levels of 

glycated hemoglobin (HbA1c), a marker of hyperglycemia (35, 36). Although these data suggest 

that GAS6 may play a role in the development of insulin resistance and T2D in humans, the 

physiological and molecular mechanisms through which GAS6 and its receptor(s) might influence 

these metabolic disorders are currently unknown. Likewise, the target cell type(s) implicated in 

the function of GAS6 in metabolism remain to be identified. 
 

Here, we first completed a comprehensive characterization of the metabolic phenotype of Gas6-

deficient mice on two different genetic backgrounds and showed that the absence of GAS6 in 

mice improves glucose tolerance and insulin sensitivity, without affecting insulin secretion, body 

weight or energy expenditure. Conversely, mice with increased circulating levels of GAS6 had 
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reduced insulin sensitivity. Next, we established that AXL is highly expressed and functional in 

muscle cells suggesting that these insulin-sensitive cells could be an important target of GAS6. 

Mechanistically, we showed that AXL interacts with IR in an insulin-dependent manner and 

through quantitative phosphoproteomic we demonstrated that GAS6 profoundly modifies insulin 

signaling in muscle cells. GAS6 rewiring of insulin signaling pathways leads to increased insulin 

receptor trafficking to late endosomes, thus explaining its negative impact on insulin sensitivity. 

Together, these results uncovered a crosstalk between GAS6 and insulin signaling and provide the 

basis of a molecular mechanism by which GAS6 promotes insulin resistance and T2D. 
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RESULTS 

GAS6 deficiency improves glucose tolerance and insulin sensitivity in mice fed a normal diet 

Mice lacking GAS6 in all tissues (Gas6-/-) are viable and do not display any overt phenotype under 

normal conditions, as previously reported (16). Therefore, as a first step to evaluate GAS6 

function in glucose homeostasis, we characterized the metabolic phenotype of 3-month-old   

Gas6-/- male mice fed a standard chow diet in two inbred genetic backgrounds: FVB/N and 

C57BL/6J. These two strains were selected because they are both widely used in metabolic studies 

but have significant differences in whole-body glucose metabolism (37). When compared to 

control littermates on the same genetic background, Gas6-/- mice did not display any differences 

in energy expenditure parameters assessed through indirect calorimetry, including O2 

consumption, CO2 release and overall energy expenditure (Fig.S1A-F).  Ambulatory and vertical 

measurements of spontaneous physical activity did not differ between genotypes (Fig.S1G-L). 

Accordingly, Gas6+/+ and Gas6-/- mice had similar body weight and did not exhibit significant 

differences in food intake on either of the two studied genetic backgrounds (Fig.S1M-P). 

However, on both genetic backgrounds, Gas6-/- mice have significantly reduced serum glucose 

levels in fed conditions compared to Gas6+/+ mice (Fig. 1A-B). Blood glucose was not changed 

following short (5h) or prolonged (16h) fasting between Gas6+/+ and Gas6-/- mice. Next, the impact 

of GAS6 deficiency on glucose handling was assessed through glucose tolerance tests (GTT), 

revealing that Gas6-/- mice had a significant decrease in serum glucose levels compared to control 

mice following a glucose load (Fig.1C-D). Additional metabolic tests were performed to further 

characterize the impact of GAS6 on insulin sensitivity and secretion. Insulin tolerance tests (ITT) 

suggested that Gas6-/- mice on both genetic backgrounds had significantly better insulin sensitivity 

(Fig.1E-F). In contrast, glucose-stimulated insulin secretion tests (GSIS) showed that Gas6-/- mice 

had normal insulin secretion in response to glucose (Fig.1G-H). Insulin reduces blood glucose 

mainly by increasing glucose uptake by skeletal muscle and adipose tissues, and by suppressing 

gluconeogenesis in the liver. Pyruvate tolerance tests (PTT) were therefore performed to assess 

the impact of GAS6 deficiency on gluconeogenesis. These experiments revealed that 

gluconeogenesis from pyruvate is not significantly affected in Gas6-/- mice on both genetic 
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backgrounds (Fig.S1Q-R). Together, these data suggest that GAS6-deficiency improves glucose 

tolerance by affecting insulin sensitivity and not insulin secretion. 
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Figure 1. GAS6 deficiency improves glucose tolerance and insulin sensitivity in FVB/N and 
C57BL/6J mice under normal diet. 

Metabolic parameters of 3-month-old Gas6+/+ and Gas6-/- FVB/N (blue) and C57BL/6J (red) male 
mice. (A-B) Fed and fasting (5h or 16h) blood glucose levels in Gas6+/+ and Gas6-/- mice (n=5-10). 
(C-D) Glucose Tolerance Test (GTT) results for Gas6+/+ and Gas6-/- mice and Area Under the Curve 
(AUC) (n=11-25). Mice were fasted for 16 hours and injected i.p. with 2g/kg of glucose. (E-F) 
Insulin Tolerance Test (ITT) was performed in Gas6+/+ and Gas6-/- mice that were subjected to a 
5h-fast and injected i.p. with 0.6 U/kg of insulin (n=14-25). Results are expressed as a percentage 
of basal glycemia and AUC. (G-H) Glucose Stimulated Insulin Secretion (GSIS) test and AUC in 
Gas6+/+ and Gas6-/- mice injected i.p. with 3g/kg of glucose after 16 hours of fasting (n=7-9). Serum 
was harvested at 0, 2, 5, 15 and 30 minutes and insulin was measured by ELISA. Results represent 
mean ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 by unpaired, 2-tailed Student’s t test (A-B and 
for AUC C-H), or by 2-way ANOVA for repeated measurements with Bonferroni’s multiple 
comparisons test (C-H). 
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Gas6-deficient mice are protected from diet-induced insulin resistance 

Gas6-/- mice fed a normal chow diet displayed improved insulin sensitivity, therefore we then 

investigated whether GAS6 deficiency could also have beneficial effects on glucose metabolism 

in a model of obesity induced by a high-fat and high-sucrose diet (HFHS). This study was 

performed only in Gas6+/+ and Gas6-/- mice on C57BL/6J genetic background, since this inbred 

strain is more susceptible to diet-induced obesity compared to FVB/N (38, 39). As expected, HFHS-

fed mice gained significantly more weight compared to the mice fed standard chow diet 

throughout the 12 weeks of the study (Fig.2A). Of note, Gas6-deficient mice gained as much 

weight as their control littermates. Analysis of whole-body composition by EchoMRI revealed that 

mice fed HFHS diet have increased fat mass and reduced lean mass regardless of the genotype of 

the animals (Fig.2B-C). The weight of individual epididymal and subcutaneous white adipose 

tissues (eWAT and scWAT) was also increased significantly in mice under HFHS diet compared to 

chow diet, but no difference was detected between Gas6+/+ and Gas6-/- mice (Fig. 2D-E). 

Moreover, obesity is associated with increased in WAT inflammation. To assess the role of GAS6 

in inflammation, we performed histological analysis on eWAT of Gas6+/+ and Gas6-/- mice fed with 

chow or HFHS diet. The analysis revealed an increase in macrophages infiltration induced by the 

diet but not by the genotype (Fig.S2). Altogether, these results suggest that inactivation of Gas6 

in mice does not protect against diet-induced obesity. 

Next, we examined the impact of Gas6 inactivation on glucose intolerance and insulin resistance 

in the context of this diet-induced obesity. As expected from previous studies (40), following a 6h 

fast, control mice (Gas6+/+) under HFHS diet displayed a significant increase in blood glucose in 

comparison with those fed chow diet (Fig.2F). In contrast, in Gas6-/- mice fed HFHS diet there was 

no increase in fasting glycemia, and their fasting blood glucose was comparable with the ones of 

control chow-fed mice (Fig.2F). Strikingly, the glucose tolerance determined by GTT of Gas6-/- 

mice fed HFHS diet was similar to Gas6+/+ mice fed with chow diet, whereas Gas6+/+ mice fed HFHS 

diet were glucose intolerant (Fig.2G). Insulin sensitivity, assessed through ITT, was also markedly 

improved in Gas6-/- mice fed HFHS diet compared to Gas6+/+ littermates (Fig.2H). Insulin secretion 

following a glucose load (GSIS) tended to be higher in some of the Gas6-deficient mice under 

HFHS diet, but this difference did not reach statistical significance (Fig.2I). Altogether, these data 
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indicate that the inactivation of Gas6 can prevent insulin resistance and glucose intolerance 

induced by HFHS diet without affecting body weight and body composition. 
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Figure 2. GAS6 deficiency protects from High-Fat/High-Sucrose diet-induced insulin resistance 
independently of body weight in mice. 

(A) Body weight, percentage of total (B) fat and (C) lean mass over body weight and (D) 
epididymal and (E) subcutaneous fat pad weight of Gas6+/+ and Gas6-/- mice fed with chow diet 
(Chow) or a High-Fat/High-Sucrose diet (HFHS) for 12 weeks (n=8-12). (F) Six hours fasting blood 
glucose. (G) GTT results and AUC for Gas6+/+ and Gas6-/- mice (n=8-12). Mice were fasted for 5 
hours and injected i.p. with 1g/kg glucose. (H) ITT performed in Gas6+/+ and Gas6-/- mice that were 
subjected to a 5h-fast and injected i.p. with 0.75U/kg of insulin (n=7-11). Results are expressed as 
a percentage of basal glycemia and AUC. (I) GSIS test in Gas6+/+ and Gas6-/- mice fasted for 16 
hours and injected i.p with 3g/kg glucose(n=10-11) and AUC. Results represent mean ± SEM. *P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, by 2-way ANOVA for repeated measurements with Bonferroni’s 
multiples comparisons test (A and G-I), by 1-way ANOVA followed by Bonferroni’s post test (B-F 
and AUC for G) or by unpaired, 2-tailed Student’s t test (AUC for H-I). 
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Increasing GAS6 circulating levels reduces insulin sensitivity in mice 

Having established that a GAS6 loss-of-function model has improved insulin sensitivity, we then 

aimed to determine if increasing circulating GAS6 levels is sufficient to decrease insulin sensitivity. 

For that purpose, we generated a transgenic gain-of-function mouse model in which the liver-

specific regulatory sequences of the human APOE gene (41, 42) were used to achieve ectopic 

expression of a MYC-HIS-tagged version of GAS6 in hepatocytes and thereby in blood (Fig.3A). 

The liver was selected as a site of expression for two reasons. First, overexpression of secreted 

proteins in hepatocytes using the human APOE promoter was previously shown to result in 

significantly increased circulating levels of these proteins (43). Second, the liver being a major site 

of production for vitamin K-dependent proteins such as prothrombin, the GAS6-MYC ectopically 

produced by this organ will be fully carboxylated and active. 

 

Quantitative PCR (qPCR) confirmed that Gas6 mRNA levels were ~18 times higher in the liver of 

the ApoE-Gas6Tg mice compared to wild type (WT) littermate mice (Fig.3B). Gas6 expression was 

unaffected in other tissues such as skeletal muscle, epididymal white adipose tissue (eWAT) or 

brown adipose tissue (BAT). Circulating levels of GAS6, measured using a specific ELISA assay, 

were approximately 8 times higher in the transgenic animals as compared to WT (Fig.3C). The 

impact of this chronic increase in serum GAS6 levels on insulin sensitivity was next assessed in 

mice fed standard chow diet. Systemic elevation of GAS6 had no impact on body weight at 3 or 6 

months of age compared to WT mice (Fig.3D). At 3 months of age, ApoE-Gas6Tg mice did not show 

any changes in glycemia, in fed or fasted conditions, when compared with control mice (Fig.3E). 

However, we observed at this age a significantly reduced insulin sensitivity in the ApoE-Gas6Tg 

mice (Fig.3F). Six-month-old ApoE-Gas6Tg mice displayed a significantly increased glycemia in fed 

conditions and after a 5h fasting period (Fig. 3G), while insulin sensitivity was still reduced 

compared to WT mice (Fig.3H). Glucose tolerance was not significantly affected in ApoE-Gas6Tg 

mice, at 3 and 6 months (Fig. S3A-B), suggesting that the reduced insulin sensitivity was 

counterbalanced by glucose disposal mechanisms independently of insulin (44). Altogether, these 

results show that increasing GAS6 circulating levels is sufficient to reduce insulin sensitivity in 

vivo. 
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Figure 3. Increasing GAS6 circulating levels reduces insulin sensitivity. 

(A) Schematic representation of the construct used to generate ApoE-Gas6Tg mice. Gas6-Myc-
6xHis was cloned in the pLIV.7 vector containing exon 1 and 2, liver-specific regulatory sequences 
and 5′ and 3′ flanking sequences of the human APOE gene. (B) Gas6 gene expression in tissues 
from WT and ApoE-Gas6Tg mice was assessed by quantitative PCR (qPCR) and normalized 
to Actb (n = 3-5). (C) GAS6 serum levels in WT and ApoE-Gas6Tg mice were measured by ELISA 
(n=6-10). (D) Body weight of WT and ApoE-Gas6Tg mice at 3 and 6 months of age (n=5-11). (E and 
G) Fed and fasting (5h or 16h) blood glucose levels in WT and ApoE-Gas6Tg mice at 3 and 6 months 
of age (n=12-24). (F and H) ITT results for WT and ApoE-Gas6Tg at 3 and 6 months of age mice that 
were subjected to a 5h-fast and injected i.p. with 0.75U/kg of insulin (n=10-19). Results are 
expressed as a percentage of basal glycemia. Results represent mean ± SEM, *P < 0.05, **P < 
0.01, ***P < 0.001 by unpaired, 2-tailed Student’s t test (B-G and AUC for F and H), or by 2-way 
ANOVA for repeated measurements with Bonferroni’s multiple comparisons test (F-H). 
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AXL is expressed and activated by GAS6 in muscle cells 

The analyses of gain- and loss-of-function mouse models presented above suggest that GAS6 

influences glucose metabolism by altering the response to insulin. We hypothesized that GAS6 

may influence insulin response in insulin-sensitive tissues through binding and activation of one 

or several of its receptor(s). We therefore investigated the expression pattern of GAS6 and TAM 

receptors across tissues involved in glucose metabolism, including several insulin-sensitive 

tissues. Gas6 was strongly expressed in eWAT and scWAT but significantly less in BAT, liver and 

pancreatic islets (Fig.4A). Interestingly, Gas6 mRNA was also highly expressed in oxidative (i.e., 

soleus) and glycolytic (i.e., gastrocnemius, tibialis anterior, extensor digitorum longus) skeletal 

muscles (Fig.4A). To identify potential GAS6 target tissues, we then assessed by qPCR the 

expression pattern of the TAM receptors, Axl, MerTK and Tyro3 (Fig.4B-E). Axl and MerTK, but not 

Tyro3, were highly expressed in adipose tissues (Fig.4B). MerTK was more expressed than Axl in 

both liver and islets (Fig.4C-D). Axl was the most highly expressed TAM receptor in all types of 

muscles studied compared to MerTK which is weakly present, while Tyro3 is almost undetectable 

(Fig.4E). Comparing the expression levels of TAM in all tested tissues, Axl is the most strongly 

expressed TAM in skeletal muscles. It is worth noting that Gas6 and Axl expression patterns are 

very similar with high levels in both skeletal muscle and white adipose tissue. Since Gas6 and Axl 

are most strongly expressed in skeletal muscle and because this tissue is responsible for ∼80% of 

glucose uptake in response to insulin in the postprandial state (45), we decided to further 

investigate a potential role of GAS6 on insulin response in skeletal muscle cells. 

 

To study the action of GAS6 and its receptors on insulin-sensitive cells in vitro, we used the C2C12 

myoblast cell model which can be differentiated into myotubes, which responds robustly to 

insulin (46). As it was observed in primary skeletal muscles, we found that Axl is highly expressed 

in C2C12 cells (Fig.4F). Since AXL is the TAM family member with the highest affinity for GAS6 

(18), we focused our study on this receptor. To determine if GAS6 can activate its receptor in 

insulin-sensitive cells, we first produced and purified recombinant mouse GAS6. To do this, we 

generated HEK Flp-In T-REx 293 cells so that GAS6-MYC-His could be expressed in a tetracycline-



131 
 

inducible manner. Cells were cultured in the presence of vitamin K to induce GAS6 γ-carboxylation 

(GAS6) or warfarin to produce uncarboxylated GAS6 (ucGAS6).  

The level of γ-carboxylation of these recombinant GAS6 was confirmed by Western blot using an 

a-Gla-specific antibody (Fig.4G). We then tested the activity of these proteins in a cell culture 

context. Phosphorylation of AXL and its downstream target AKT increased when myotubes were 

treated with GAS6 (100 or 200ng/ml), but not with ucGAS6 (Fig.4H), confirming that GAS6 was 

active, and that γ-carboxylation is necessary for its activity. We also found that GAS6 induces AXL 

and AKT phosphorylation in a dose-dependent manner with maximal activation at 200ng/ml 

(Fig.4I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



132 
 

 
 

Figure 4. GAS6 can activate AXL receptor in muscle cells. 

(A) Gas6 and (B-E) Axl, Mertk and Tyro3 (TAM receptors) expression in tissues from WT mice was 
measured by quantitative PCR (qPCR) (n=3). eWAT: epididymal White Adipose Tissue, scWAT: 
subcutaneous White Adipose Tissue, BAT: Brown Adipose Tissue, Gastroc: Gastrocnemius, EDL: 
Extensor Digitorum Longus, TA: Tibialis Anterior. Results are represented as copy number 
normalized to S16. (F) TAM receptors expression in C2C12 cells was measured by qPCR (n=4). 
Results are represented as copy number normalized to S16. (G) Carboxylation at different steps 
of GAS6 purification, tested using α -Gla antibodies on Western blot analysis. MYC was used to 
identify GAS6-Myc-His protein. (H) Phosphorylation of AXL (Y702) and AKT (S473) in C2C12 
myotubes treated with uncarboxylated (uc) or carboxylated GAS6 (200 ng/mL) for 15 minutes was 
detected by Western blot analysis. Total AXL and total AKT were used as loading controls. (I) Dose-
response of AXL and AKT activation in C2C12 cells treated with GAS6. Results represent mean ± 
SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 by 1-way ANOVA for repeated measurements with 
Bonferroni’s multiple comparisons test (B-E).   
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GAS6 suppresses insulin response in muscle cells 

Next, we aimed to determine if GAS6 and AXL could impact insulin signaling. C2C12 cells were 

pre-treated for 8 or 24 hours with GAS6 (200 ng/ml) or a vehicle, followed by a 15-minutes 

treatment with insulin. A 24-hour long treatment with GAS6 significantly decreases by ~2-fold the 

phosphorylation of the insulin receptor (IR) induced by insulin treatment (Fig.5A-B). An 

intermediate reduction was observed with the 8-hour GAS6 treatment. To evaluate the impact of 

GAS6 on the downstream insulin signaling pathway, we also assessed AKT phosphorylation. After 

24 hours of GAS6 treatment, AKT phosphorylation on S473 was significantly reduced following 

stimulation with insulin (Fig.5A-B). Similar results were obtained in L6-GLUT4myc cells, a rat 

myoblastic cell line that stably expresses GLUT4 protein coupled with a myc tag (Fig.S4A). Using 

this model, we observed that 24 hours of GAS6 treatment affected insulin-induced translocation 

of GLUT4 to the plasma membrane (Fig. S4B-C). These results suggest that chronic exposure to 

GAS6 reduces the capacity of these muscle cells to respond to insulin.  
 

AXL interacts with the insulin receptor 

It was previously reported that AXL can heterodimerize with other plasma membrane receptors, 

such as EGFR, and rewire the signaling pathways normally elicited by these receptors (47, 48). 

Having established that GAS6 activates AXL at the surface of C2C12 cells and concomitantly 

reduces insulin-dependent signaling, we then sought to determine if AXL interacts with IR. We 

first performed co-immunoprecipitation (co-IP) in HEK293 cells transfected with AXL-Flag and/or 

IR-HA expression vectors. The result of these experiments indicate that IR can be co-

immunoprecipitated with AXL (Fig.5C). To corroborate these results, we next used BioID, a 

proximity biotin labeling assay (49). HEK293 Flp-In T-REx cells expressing the AXL-BirA*-Flag fusion 

protein were treated with biotin for 24h to induce the biotinylation of AXL proximal proteins 

which were then pulled down using streptavidin Sepharose beads and detected by Western blot. 

The results obtained using this approach also suggest that endogenous IR does interact with AXL 

in mammalian cells (Fig.5D). Interestingly, we also observed that the interaction between AXL and 

IR is about 4-fold stronger when the cells are stimulated with insulin (Fig.5E). In these experiments 

performed in HEK293 cells and as previously reported (26), we observed that overexpressed AXL-

BirA*-Flag was phosphorylated even in the absence of ligand, indicating ligand-independent 
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activation of AXL kinase activity. Taken together, these results suggest that AXL interacts with IR 

in an insulin-dependent manner. 
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Figure 5. Crosstalk between AXL and Insulin Receptor signaling pathways. 

(A) Insulin signaling pathway activation in C2C12 cells treated with GAS6 (200 ng/ml) for 8h or 
24h followed by insulin stimulation (100 nM) for 15 minutes. Phosphorylation of Insulin Receptor 
(IR-Y1150/1151) and AKT (S473) assessed by Western blot analysis. Total IR and total AKT were 
used as loading controls. (B) Quantification of phosphorylation levels of the different 
phosphorylated protein on the amount of total protein. (C) AXL and IR interaction was tested by 
co-immunoprecipitation in HEK293 transfected with AXL-BirA*-Flag and IR-HA plasmids using α-
Flag immunoprecipitation followed by Western blot analysis with α-HA and α-Flag antibodies. (D) 
Proximity-dependent biotinylation (BioID) assay performed with AXL-BirA*-Flag in HEK293 Flp-In 
T-REx cells show that AXL interacts with endogenous IR. (E) Quantification of endogenous IR signal 
detected by streptavidin pulldown. Results represent mean ± SEM. *P < 0.05, by 1-way ANOVA 
followed by Bonferroni’s post test (n=3). 
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GAS6 reprograms insulin-dependent signaling pathways in muscle cells. 

To uncover signaling pathways modulated by GAS6 in muscle cells which could impact insulin 

signaling, we compared the skeletal muscle (gastrocnemius) transcriptome of Gas6+/+ and Gas6-/- 

mice. This analysis revealed that only 17 genes were significantly dysregulated in the absence of 

GAS6 (P-adj < 0.05; Fig.S5A-B). Pathway enrichment analysis on this small group of genes failed 

to detect any significantly enriched pathways or Gene Ontology term. The mRNA encoding for IR 

(Insr) was reduced by ~30% in the muscle of Gas6-/- mice, however, this did not translate into a 

significant change at the protein level (Fig.S5C). These results show that GAS6 has a limited effect 

on muscle gene expression, suggesting that it may influence insulin signaling through post-

translational mechanisms. 
 

To have a better understanding of the molecular effects of GAS6 on insulin-dependent signaling, 

we performed a quantitative phosphoproteomic analysis. C2C12 cells were treated with 

200ng/ml of GAS6 or a vehicle for 24h, before being stimulated or not with 100 nM of insulin for 

15 minutes (Fig.6A). Following cell lysis and proteolytic digestion, phosphoserine and 

phosphothreonine containing peptides were enriched using TiO2 chromatography. Samples were 

then labeled with Tandem Mass Tags (TMT) and combined to be analyzed by high-resolution 

liquid chromatography–tandem MS (LC-MS/MS) to quantify the relative abundance of 

phosphopeptides modulated by GAS6, insulin or their combination (50). The experiment was 

independently repeated three times and normalized over untreated condition. Only the peptides 

detected and quantified in all the experiments were considered for further analysis. Using this 

approach, quantitative data were obtained for a total of 1491 unique phosphopeptides, 

originating from 712 different proteins. We then performed a series of pairwise comparisons 

between each of the 4 conditions. For the following analyses, we only included peptides that were 

modulated by at least 1.5-fold between two given conditions with a P value ≤ 0.05. 

Only 54 phosphopeptides were found to be significantly modulated by the 24h GAS6 pre-

treatment compared to untreated cells (Fig.6B). A larger number of phosphorylation sites were 

up- or down-regulated following the 15 minutes insulin treatment, both in the presence and 

absence of GAS6 pretreatment (Fig.6B-C). Interestingly, the total number of unique 

phosphopeptides changed by insulin following GAS6 pretreatment was approximately 6-times 
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higher when compared to insulin alone (549 vs. 107 phosphopeptides; Fig.6B-C). However, the 

overlap between these two groups was limited, with only 24 phosphopeptides upregulated and 

16 downregulated by insulin both in the presence and absence of GAS6 (Fig.6C). These results 

suggest that GAS6 treatment significantly modifies the insulin-dependent phosphoproteome in 

C2C12 cells.  

Phosphopeptides were next grouped into 6 clusters, based on their significant change of 

abundance caused by insulin and/or GAS6 treatment (Fig.6D). In cluster 1, we identified 70 

phosphosites, contained in 49 different proteins, upregulated by insulin alone (Cluster 1- Fig.6D). 

Among those, we were able to identify known downstream targets of the insulin signaling 

pathway, including IRS1 (S325), AKT1S1 (S210/T273), JUN (S63) or RPS6 (S240).  This cluster also 

includes several additional phosphoproteins involved in cytoskeletal remodeling processes, such 

as DOCK7 (S180), plectin (S4391/S4393/S4413), Afadin (S1780) or vimentin (S39). 

Within the cluster of proteins whose phosphorylation level was decreased after insulin 

stimulation, we identified 37 phosphosites in a total of 32 proteins (Cluster 2- Fig.6D). These 

proteins are involved in various biological processes such as cell polarity and cell junctions, 

including microtubule-associated proteins like CLASP1 (S750) and alpha-1-catenin (CTNNA1; 

S641). A small group of proteins implicated in cytoskeletal regulation was found in both insulin-

dependent clusters (Clusters 1-2), including some that were previously mentioned: plectin 

(S4620/S4629/S4633), vimentin (S56/S83/S419/S430) or DOCK7 (S900). In addition, the 

phosphorylation of several nuclear proteins, such as MYBBP1A (S1325), ribonucleoprotein NOP58 

(S509) and nucleolin (S303), were negatively regulated by insulin. These data are in line with 

previous phosphoproteomic studies on human muscle cells which also identified several 

phosphorylation sites negatively regulated by insulin stimulation in nuclear proteins (51, 52).  

As noted above, the number of phosphopeptides regulated only by GAS6 treatment is very limited 

(Clusters 3-4 – Fig.6D). No specific known signaling pathway was detected by gene ontology 

analysis in these two clusters. 

The largest number of significantly dysregulated phosphosites was found in clusters 5 and 6, 

which corresponded to insulin-modulated phosphorylation events significantly influenced by the 

GAS6 pretreatment. Among these 672 phosphosites, 242 were up-regulated, while 430 were 
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down-regulated (Clusters 5-6, Fig.6D). A total of 436 proteins were affected; 131 showing 

increased phosphorylation, 217 with decreased phosphorylation, while 44 proteins contained 

sites regulated in both ways. 
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Figure 6. GAS6 regulates the insulin-dependent phosphoproteome in muscle cells. 

(A) Representative scheme of phospho-enrichment, TMT labelling and LC-MS/MS analysis of 
C2C12 treated for 24h with GAS6 (200ng/ml) followed by 15 minutes of insulin stimulation 
(100nM). (B) Volcanoplots of the distribution of phosphopeptides significantly changed between 
the different treatments. Phosphorylated sites are significantly modulated (p-value < 0.05) and 
log2 Fold change ≥ 0.5 (red plots) or ≤ − 0.5 (blue plots) compared to respective control (C) Venn 
diagram of phosphosites upregulated and downregulated by insulin or GAS6 + insulin treatments 
in comparison to untreated condition. (D) Heatmap and clustering of the phosphopeptides 
regulated by GAS6 and insulin or a combination of both compared to untreated condition.  
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To characterize how GAS6 influences the response to insulin, we next focused our analysis on the 

phosphorylation events differentially affected when comparing insulin with insulin in 

combination with GAS6 (P-adj <0.05; fold-change ≥ 1.5). Using genes names from these special 

phospho-modulated proteins, we performed gene set enrichment analyses (GSEA) to identify 

specific cellular processes co-regulated by insulin and GAS6. Reactome pathways enrichment 

analysis showed that proteins whose phosphorylation was decreased in response to insulin in the 

presence of GAS6, were mainly associated with RNA metabolism processes such as mRNA splicing, 

deadenylation-dependent mRNA decay or RNA transport (Fig.7A-B). This group of proteins 

includes members of serine/arginine-rich splicing factors implicated in alternative splicing such as 

SRSF1 (S199/S201), SRSF2 (S220/S221) or SRSF6 (S301/S303/S314/S316). This group also includes 

RNA-binding proteins like GEMIN5 (S1413), CNOT2 (S165), a protein involved in RNA degradation, 

and ribosomal proteins involved in mRNA translation, such as RPS6 (S235/T241), RPL28 (S92), 

RPL34 (S12). Our data corroborate observations made on myotubes from T2D patients showing 

decreased phosphorylation levels of proteins involved in different aspects of RNA processing such 

as several SRSF like SRSF2 (S220) or SRF5 (S253) for splicing, or CNOT2 (S165/S170) for 

deadenylation (51).    
 

The group of proteins containing phosphorylation sites that are increased by insulin in the 

presence of GAS6 displayed a very strong enrichment in pathways involving small GTPases of the 

Rho, Rab, RAC and CDC42 families (Fig.7C-D). Importantly, several proteins involved in Rho 

GTPases signaling contained multiple phosphorylation sites that were up- and down-regulated by 

insulin in the presence of GAS6 (Fig.7). Indeed, we observed that, while there were no specific 

changes in phosphorylation on RAC1 and CDC42 GTPases, GAS6 altered the phosphorylation of 

their GEFs, in response to insulin, respectively DOCK7 and ARHGEF40, as well as their kinase 

targets from the PAK family (PAK1, PAK2 and PAK4) (Fig.7C-D). 
  
RAC1 and CDC42 pathways and especially PAK kinases are known to be involved in cytoskeletal 

remodeling and microtubule stabilization. Accordingly, we also detected cytoskeletal effectors 

involved in Rho GTPases pathways such as vimentin (S25/S38), filamin A 

(S942/S944/S2088/S2263), filamin B (S2478) and stathmin (S25/S38). 
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The group of proteins containing phosphorylation sites upregulated by insulin in the presence of 

GAS6 was also enriched in pathways involved in membrane trafficking and vesicle-mediated 

transport (Fig.7C-D). These include SEC31A (S526) which is a component of the COPII protein 

complex responsible for vesicle budding from the endoplasmic reticulum (ER) and adaptor-

associated protein kinase 1 (AAK1; S635) involved in clathrin-mediated endocytosis. Several 

proteins of these pathways have a function in endocytosis and endosomal trafficking which 

concur with the enrichment of Rab family small GTPases pathways known to control vesicular 

membrane trafficking to late endosomes (Fig.7D). Altogether, the analysis of this 

phosphoproteomic study demonstrates that GAS6 significantly modifies the molecular response 

to insulin. Instead of affecting the canonical insulin signaling pathway, GAS6 appears to regulate 

proteins involved in small GTPases signaling, vesicular trafficking and cytoskeleton organization. 
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Figure 7. GAS6 reprograms signaling pathways in response to insulin in muscle cells. 

(A) Reactome pathway analysis of proteins with decreased phosphorylation when C2C12 cells 
were treated with GAS6 in combination with insulin or insulin alone, generated by Gene Set 
Enrichment Analysis (FDR q-value < 0.05). (B) Protein-protein interaction network analysis of 
proteins with decreased phosphorylation when treated with GAS6 and insulin or insulin alone, 
generated using STRING and Cytoscape. (C) Results of GSEA Reactome pathway analysis of 
proteins with increased phosphorylation when treated with GAS6 in combination with insulin or 
insulin alone (FDR q-value < 0.05). (D) Network layout of protein-protein interaction of proteins 
with increased phosphorylation when C2C12 cells were treated with GAS6 in combination with 
insulin or insulin alone, generated using STRING and Cytoscape. 
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AXL signaling increases insulin receptor endocytosis in response to insulin 

The phosphoproteome analysis described above indicates that GAS6 modulates the capacity of 

insulin to activate cellular pathways linked to endocytosis, vesicle-mediated transport and 

membrane trafficking. Endocytosis is the major regulator of signaling from receptor tyrosine 

kinases, including IR (53). Moreover, Rab GTPases are known to play a critical role in endosomal 

trafficking (54). Further analysis of the phosphoproteins specifically modulated by insulin in the 

presence of GAS6, uncovered an endosomal trafficking pathway implicating the Rab GTPases, 

their effectors and other regulators of endocytosis (Fig.7C-D and 8A). Early endosomes (EE) are 

characterized by the presence of Rab5 on their membrane, which allows the recruitment of 

specific effectors. The Rab5 GEF RIN1 (S257) shows a significant increase in phosphorylation 

following insulin treatment in the presence of GAS6. Formation of late endosomes consists of a 

transition of Rab5 to Rab7a at their surface. Our quantitative proteomic data also indicate that 

Rab7a (S72) itself and TBC1D15 (S205), one of its GAPs, are more phosphorylated following insulin 

stimulation in the presence of GAS6 (Fig.8A). Phosphorylation of Rab7a on S72 was previously 

shown to facilitate the dynein-driven transport of EGFR, another RTK, toward the perinuclear 

region (55). These observations suggest that GAS6-dependent signaling may increase the 

endosomal trafficking following insulin stimulation. This prompted us to investigate whether 

GAS6- and AXL-elicited signaling could impact insulin receptor (IR) trafficking to late endosomes, 

thereby leading to insulin resistance. 

Visualizing IR trafficking in myoblasts or myotubes is challenging due to cell shape and size, and 

autofluorescence. We therefore used HEK293 cells, which express endogenous IR and respond to 

insulin (56) but do not express AXL (57). These cells were transfected with AXL-Flag or an empty 

vector, treated with insulin for 15 minutes and the cellular localization of IR was assessed by 

immunofluorescence (Fig.8B). Stimulation with exogenous GAS6 was not required since AXL is 

already robustly phosphorylated in the absence of ligand in this experimental model (see Fig.5D) 

(26). In the absence of AXL and insulin stimulation, IR was detected mostly at the level of the 

plasma membrane (Fig.8B). Following a 15-minute treatment with insulin, IR accumulation is 

detected inside the cell body closest to the nucleus. In the presence of AXL and in the absence of 

insulin, the IR exhibits a cellular distribution similar to the one observed in untransfected cells. 
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However, when the AXL-transfected cells were treated with insulin, a significantly stronger 

perinuclear accumulation of IR was observed (Fig. 8B-D). Moreover, the intracellular IR co-

localized with AXL, consistent with the observation that these two receptors interact following 

insulin stimulation (Fig. 5C-E). These results suggest that in the presence of insulin stimulation 

AXL promotes intracellular IR accumulation. 
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Figure 8. AXL signaling increases insulin receptor endocytosis in response to insulin. 

(A) Schematic of the endocytosis pathway involving specific Rab proteins affected by GAS6 
pretreatment in combination with insulin. Upregulated and downregulated phosphosites are 
represented in red and blue respectively. (B) Representative confocal images of HEK cells 
transfected with AXL-Flag treated or not with 100 nM insulin for 15 minutes. Cells were stained 
for AXL-Flag (Cy3/red) and endogenous IR (Alexa-Fluor 488/green). Scale bar, 20 µm. (C)  
Representation of the fluorescence intensity quantification across the cell. Fluorescence intensity 
is defined as the distance between the edge of the nucleus and the plasma membrane. (D) 
Quantification of IR fluorescence signal in the different conditions. Results represent mean ± SEM. 
***P < 0.001, by 2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post test (n=3 experiments). 
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Based on the phosphorylation events induced by GAS6 and insulin in myoblastic cells, we next 

hypothesized that the intracellular accumulation of IR in the presence of AXL and insulin was due 

to increased trafficking of this receptor to the late endosomes. To visualize late endosomes, the 

cells were transfected with mScarlet-tagged Rab7a in the presence or absence of AXL and the IR 

localization was examined before and after treatment with insulin. We verified that Rab7a-

mScarlet expression did not affect the trafficking of IR and AXL in the presence and absence of 

insulin stimulation (Fig. 9B). The cellular distribution of IR and Rab7 was then quantified in the 

different conditions. These analyses revealed that in the presence of insulin, IR is partly 

redistributed from the membrane toward the perinuclear region in Rab7-positive endosomes 

(Fig. 9A-C). Strikingly, in the presence of AXL, the intracellular accumulation of IR in the Rab7-

labeled late endosomes was significantly increased (Fig. 9A-C). Altogether, these data suggest 

that AXL signaling potentiates insulin-induced IR trafficking to the late endosomes, potentially 

explaining the inhibitory effect of GAS6 on insulin signaling and insulin sensitivity. 
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Figure 9. AXL signaling increases insulin receptor endocytosis trafficking to the late-endosomes 
in response to insulin 

(A) Confocal images of HEK cells transfected with AXL-Flag and Rab7-mScarlet treated or not with 
100 nM insulin for 15 minutes. Cells were stained for AXL-Flag (Alexa Fluor 633 -magenta) and 
endogenous IR (Alexa-Fluor 488/green). Scale bar, 10 µm. (B) Quantification of IR fluorescence 
signal in the different conditions. (C) IR and Rab7 fluorescence signal across the cells in the 
respective conditions. Results represent mean ± SEM. ***P < 0.001, by 2-way ANOVA followed 
by Bonferroni’s post test (n=3 experiments). 
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DISCUSSION 

Genetic and cross-sectional studies previously suggested an association between GAS6, glucose 

metabolism, insulin resistance and diabetes in humans. However, the directionality of the 

connection between GAS6 levels and glucose metabolism, and the potential mechanism by which 

GAS6 may influence insulin sensitivity were unknown. Using gain- and loss-of-function mouse 

models, the present study establishes that GAS6 negatively impacts glucose tolerance mainly by 

reducing insulin sensitivity in vivo. Moreover, our data indicate that GAS6/AXL signaling 

profoundly affects the molecular pathways downstream of the IR in insulin-sensitive cells leading 

to increased IR trafficking to the late endosomes and reduced insulin response. Altogether, this 

work delineates a physiological and cellular mechanism by which GAS6 influences glucose 

metabolism. 
 

Impact of GAS6 on glucose metabolism in vivo 

A few studies have investigated the role of GAS6 and AXL in obesity and glucose metabolism using 

various mouse models, leading to conflicting results. It was reported for instance that Gas6-/- mice 

on a mixed genetic background (Swiss:129SV, 50:50) accumulate less WAT compared to Gas6+/+ 

mice when fed a high-fat diet (58). Similarly, treatment with R428 (25mg/kg twice a day), a 

pharmacological inhibitor of AXL, resulted in significantly reduced weight gain and subcutaneous 

and gonadal fat mass in C57Bl/6 mice fed a HFD (59). Interestingly, fed blood glucose was also 

reduced by the R428 treatment. In contrast, Axl-/- mice on a different mixed genetic background 

(C57Bl/6:129S1, 50:50) fed a HFD displayed no difference in adipose depot mass compared to 

controls (60). Importantly, glucose tolerance and insulin sensitivity were not investigated in detail 

in these different studies. 
 

In contrast to these studies, here we extensively characterize the glucose and metabolic 

phenotype of Gas6-/- mice on pure inbreed genetic backgrounds. Our data show that in these 

well-controlled conditions, Gas6-deficiency does not impact body weight and adipose tissue mass 

on normal chow diet or HFHS diet. Our data also show that GAS6 does not affect food intake and 

energy expenditure. However, genetic ablation of GAS6 was associated with reduced blood 

glucose and improved glucose tolerance and insulin sensitivity in our models. Our data are in line 
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with the previously reported lack of impact of Axl inactivation on fat mass on chow or HFD. R428 

is a specific inhibitor of AXL but can inhibit other receptor tyrosine kinases at high doses, including 

IR, EGFR, MerTK and TYRO3. Off-target effects may therefore potentially explain the reported 

impact of R428 treatment on fat depots in mice. 

It was also reported that recombinant GAS6 can increase neonatal pancreatic b-cell proliferation, 

while inhibiting glucose-stimulated insulin secretion and downregulating the adult b-cell marker 

Mafa  (61). Inversely, R428 increases MAFA expression in vitro, in a dose-dependent manner, in 

b-cells differentiated from human embryonic stem cells (hESC)(62). Although we did not directly 

investigate b-cell proliferation in our Gas6-/- mice, glucose-stimulated insulin secretion was not 

affected by the absence of GAS6 in adult animals. This does not rule out a potential role for GAS6 

and AXL during b-cell development but indicates that in adult mice this signaling pathway is not 

required for normal b-cell function. Altogether, the comprehensive phenotyping of Gas6-/- mice 

presented here reveals that GAS6 negatively impacts glucose handling, mainly by improving 

whole body insulin sensitivity. 
 

AXL and IR interaction 

Using two different approaches, co-IP and BioID, we provide evidence of AXL and IR 

heterodimerization in mammalian cells in an AXL overexpression context. AXL has been shown to 

heterodimerize and/or to crosstalk with other RTK including HER2, EGFR, MET, VEFGR-2 and 

PDGFRb (47, 63-65). In most cases, the heterodimerization of AXL with another RTK was observed 

in cancer cells overexpressing AXL and was found to be critical for tumor cells invasiveness and 

metastasis (26). In these instances, AXL appears to potentiate or diversify the signaling pathways 

emanating from its partner RTK. The IR-AXL crosstalk we describe here is distinctive since it results 

in a downregulation of classical IR signaling pathways and an increased trafficking of IR to the late 

endosomes. Moreover, the IR and AXL interaction appears to be positively regulated by insulin, 

the IR ligand. 
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GAS6 rewires insulin molecular response 

Through a quantitative phosphoproteomic screen we investigated how a 24h-long GAS6 

treatment influences the signaling pathways activated by insulin in muscle cells. In a previous 

study, we reported the phosphoproteome regulated by a 5-, 10- or 20-minutes stimulation with 

GAS6 in triple-negative breast cancer (TNBC) (66). Interestingly, this short stimulation revealed 

that multiple targets of AXL signaling are shared with IR downstream pathways, including PI3KCA, 

JNK1/2, ERK1/2 and GSK3a. It was also observed that acute activation of the GAS6/AXL axis 

influences large phosphoprotein networks involved in actin remodeling, GTPases regulation and 

RNA transport. Some of those pathways appear to be also co-regulated by GAS6 and insulin in 

our cellular model. 

One surprising observation in our screen was that a very limited number of phosphopeptides 

were affected by the chronic 24h pretreatment of GAS6 alone, while the same treatment in 

combination with 15 minutes of insulin considerably impacted the phosphoproteome of the cell. 

This suggests that these few phosphorylation events that are maintained after this long GAS6 

stimulation are sufficient to prime the cell for a differential insulin response. Of note, among the 

proteins differentially phosphorylated following GAS6 treatment we found two serine/threonine 

kinases involved in the mTORC1 pathway, ULK1 (S450 down) and SIK3 (S456 up) (67, 68). The 

phosphorylation of LAMTOR1 (T28 up), a subunit of the Ragulator complex involved in the in the 

activation of mTORC1, is also modulated by GAS6 alone in C2C12. In addition, the phosphorylation 

of the tyrosine phosphatase PTPN12/PTP-PEST (S673) was reduced by chronic GAS6 treatment. 

Interestingly, known targets of this enzyme include several phosphoproteins involved in 

cytoskeleton remodeling (69). Finally, one regulator of the serine/threonine-protein phosphatase 

1 (PP1), PHACTR4 (S264) is phosphorylated in response to GAS6 alone. Therefore, it is likely that 

the modulation of phosphorylation events in these few kinases and phosphatases by GAS6 is 

sufficient to influence the molecular response to insulin in muscle cells. Future work will focus on 

deciphering how these molecular changes occur in response to GAS6/AXL activation and how they 

control the rewiring of the IR downstream signaling pathways. 
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Overlap between GAS6-dependent and human T2D phosphoproteome in muscle cells 

Two recent studies have investigated the phosphoproteomic changes in human T2D pluripotent 

stem cell-derived (iPSC-derived) myoblasts (iMyos) (51, 52). When comparing the pathways 

affected in T2D iMyos and by GAS6/insulin in C2C12, we found a remarkable overlap. For instance, 

phosphoproteins involved in RNA metabolism, mRNA splicing, diseases of signal transduction, 

vesicle-mediated transport and signaling by Rho GTPases, are dysregulated in both cases. There 

was also a strong overlap when looking at the phosphoproteins specifically. These observations 

suggest that GAS6 induces signaling changes in myocytes that resemble those present in T2D 

muscle. This is further supporting the notion that GAS6 is a negative regulator of insulin sensitivity 

in this organ. 
 

GAS6/AXL signaling promotes IR endocytosis  

Our phosphoproteomic data have shown that chronic pretreatment of GAS6 on muscle cells 

significantly increases phosphorylation of several proteins involved in vesicular trafficking in 

response to insulin, including proteins of Rab GTPases signaling pathway (i.e. Rab7a S72). Our 

study revealed that AXL increases the internalization of the IR and in particular its localization at 

the level of RAB7-positive endosomes after insulin stimulation. This change in localization would 

corroborate several studies showing a decrease in the levels of IR at the plasma membrane in 

obese and diabetic conditions (70, 71). Moreover, a functional study of specific IR mutations 

causing severe insulin resistance in humans revealed an enrichment of the IR in the late 

endosomes (72). We thus propose that GAS6 and AXL reprogram the insulin signaling pathways 

and promote the endocytosis of the IR which would be responsible for the development of insulin 

resistance. 
 

In conclusion, our results establish a new role of GAS6 and AXL in the remodeling of insulin 

signaling in muscle cells and in the development of insulin resistance. This study paves the way 

for the investigation and development of potential therapeutic approaches using existing 

pharmacological inhibitors of GAS6/AXL signaling to improve insulin sensitivity. 

 

 



153 
 

ACKNOWLEDGEMENTS 

We thank Drs M.D. Blostein and P. Carmeliet for providing the Gas6-/- strain and Dr V. Calderon 

for RNA-Seq analysis. We also thank the staff of IRCM Proteomics, Microscopy, Molecular Biology 

and Histology Core Facilities for their technical support. This work was supported by funding from 

the Canada Research Chair program (MF), Diabetes Canada (MF), the Canadian Institutes of 

Health Research (MF, PJT-159534), and the Cardiometabolic health- Diabetes-Obesity (CMDO) 

Network (MF). CS received scholarships from IRCM and the Fonds de Recherche du Québec Santé 

(FRQS). AG received scholarships from IRCM and the Montreal Diabetes Research Center. JL 

received a fellowship from Diabetes Canada. 

AUTHOR CONTRIBUTIONS 

MF and JL conceived and designed the project. CS, AG, JL, DF, JB and MF collected and analyzed 

data. JFC provided unique reagents and critical advice for experiments. CS and MF wrote the 

manuscript. 

  



154 
 

MATERIALS AND METHODS 

Animal models 

Gas6-/- mice on a C57BL/6J genetic background were given generously by Dr Peter Carmeliet (The 

Center for Transgene Technology and Gene Therapy, Flanders Interuniversity Institute of 

biotechnology, Belgium) (16). Gas6-/- mice on a FVB/N genetic background were obtained from 

Dr Jean-François Côté (Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Canada) (26). ApoE-Gas6Tg 

transgenic mice were generated in our laboratory, we added to pLiv.7 plasmid containing liver-

specific human APOE promoter and hepatic enhancers the sequence of mouse Gas6-Myc-His 

cDNA (41) (Supplemental Table 1). After removing ApoE-Gas6 transgenic construct from pLiv.7 

plasmid with KpnI and XhoI restriction enzymes, we purified and microinjected it into mouse 

fertilized oocytes (C57BL6/J). We identified transgenic by genotyping using specific primers 

(Supplemental Table 1). 

All strains were maintained in an IRCM specific pathogen-free animal facility (SPF+) under 12-hour 

dark/12-hour light cycles. Mice were fed ad libitum a normal chow diet, unless otherwise 

specified. Male mice were used in all experiments. 

 

Metabolic Analysis 

For glucose tolerance tests (GTT), mice were fasted 5 or 16 hours and injected intraperitoneally 

(i.p.) with 1 or 2 g/kg glucose respectively. Blood glucose levels were measured at fasting and at 

15, 30, 60, and 120 minutes following i.p. injection using Bravo glucometer (EndoMedical Inc.). 

For insulin tolerance test (ITT), mice were fasted 6 hours, injected i.p. with Insulin (Humulin R Lilly) 

(0.6 U/kg for Gas6-/- mice or 0.75 U/kg for ApoE-Gas6Tg transgenic mice) and blood glucose levels 

were measured after fasting and at 30, 60, 90, and 120 minutes following injection. 

In vivo glucose stimulated insulin secretion test (GSIS) were performed after 16 hours of fasting. 

Serum insulin levels were measured after fasting and 2, 5, 15, and 30 minutes after i.p. injection 

with 3 g/kg glucose using a commercial insulin ELISA (Mercodia). 

For pyruvate tolerance test, mice were fasted 16 hours, injected i.p with sodium pyruvate (2 g/kg) 

and blood glucose levels were measured after fasting and at 15, 30, 60 and 120 minutes after 

injection. 
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In some experiments, mice were fed a 60% high-fat high-sucrose diet (D12331-5I; Research Diets) 

for 12 weeks starting from 5 weeks of age. In this case, mice were fasted for 6 hours and injected 

i.p. with 1 g/kg glucose for the GTT and with 0.75 U/kg insulin for ITT. 

Mouse physiological parameters such as food intake, physical activity, O2 consumption, CO2 

release, and energy expenditure were measured using an 8-chamber Promethion Continuous 

Metabolic System (Sable Systems International). Data were acquired for 4 days after a 48-hour 

acclimation period. Body composition was evaluated with an echo-MRI and normalized to body 

weight. 

 

Cell culture 

C2C12 cells (ATCC) were cultured as myoblasts (undifferentiated form) in DMEM, supplemented 

with 10% fetal bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin (P/S). Differentiation of C2C12 

myoblasts into myotubes was induced by replacing media, after cells reached approximately 70-

80% of confluency, with DMEM containing 2% horse serum and 1% P/S, for 5 days and changing 

media every 2 days. HEK293 cells were cultured in EMEM with 10% heat inactivated FBS and 1% 

P/S. HEK Flp-In T-REx 293 cells (Thermo Fisher) expressing or not AXL-BirA*-Flag were obtained 

from Dr Jean-François Côté, and maintained in DMEM, 10% FBS and 1% P/S. L6-GLUT4myc cells 

were obtained from Dr Nabil Seidah and were cultured as myoblasts in AMEM supplemented with 

10% FBS and 1% P/S with 5µg/ml blasticidin. The cells were cultured at 37°C, with 5% CO2. 
 

Plasmid constructs 

pcDNA5-AXL-BirA*-Flag, pOG44 and pmScarlet-C1-Rab7 were a kind gift from Dr. Jean-François 

Côté. Mouse GAS6-Myc-6xHis was generated by PCR amplification and cloning in the EcoRI and 

XbaI sites of pcDNA5/FRT/TO-pDEST. Human Insulin Receptor (IR) was generated by PCR 

amplification and ligated with HA-tag in the HindIII and EcoRI restriction sites of pcDNA3 plasmid. 

Sequences of the primers used for cloning are included in Supplemental Table 1. 
 

Production and quantification of recombinant GAS6 protein 

HEK293 Flp-In T-REx cells transfected with pcDNA5-pDEST-mGAS6-Myc-6xHis and pOG44 which 

expressed the Flp recombinase, using Lipofectamine 2000 (Invitrogen), were used to produce 
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recombinant mouse GAS6 in a Tetracycline-inducible manner. Cells were then selected with 

Hygromycin for 12 days. Cells were treated for 48 hours with Tetracycline and Vitamin K1 (22µM, 

Millipore Sigma) in DMEM media without serum. The supernatant was collected and centrifuged 

to eliminate cells. The recombinant GAS6 protein was purified via His-tag by affinity 

chromatography using a HisTrap column (Sigma, 1mL) connected to AKTA system. The 

supernatant was loaded onto the HisTrap column pre-equilibrated with 20-fold column volumes 

of binding buffer (20 mM sodium phosphate, 0.5 M NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.4) and washed 

with 10 column volumes of binding buffer at a flow rate of 1 mL/min. Elution was performed using 

buffer containing: 20 mM sodium phosphate, 0.5 M NaCl and 500 mM imidazole (pH 7.4). Purified 

proteins were dialysed with PBS and quantified using mouse GAS6 ELISA (DuoSet ELISA, R&D 

Systems, DY986) following manufacturer’s instructions. 

 

Immunoprecipitation and Western blot assays 

Proteins from tissues and cells were extracted with lysis buffer as previously described (42) 

supplemented with 1 mM PMSF, 1 mM Vanadate, and protease inhibitors (Roche Diagnostics). 

In order to study short GAS6 stimulation, C2C12 cells were starved overnight in DMEM media 

with 0.5% FBS and 1% P/S. After two PBS washes, cells were cultured for 2h in serum-free medium 

supplemented with 10 mM of HEPES pH 4, 0.1% BSA and 1% P/S. Cells were stimulated for 15 

minutes with 200 ng/ml of recombinant GAS6. For long GAS6 treatment, C2C12 and L6-GLUT4myc 

cells were incubated in serum-free medium (supplemented as described above) with or without 

recombinant GAS6 (200ng/ml) for 8 or 24 hours. Proteins were quantified using Bradford assay 

(Biorad). For co-immunoprecipitation, HEK293 cells were transfected with pcDNA5-AXL-BirA*-

Flag and pcDNA3-IR-HA using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). After two days, cells were 

harvested, and 500 µg of protein lysate was incubated with anti-Flag agarose beads (Sigma) for 2 

hours at 4°C with rotation, followed by 4 washes with lysis buffer. Loading buffer was added into 

co-immunoprecipitated proteins or input samples which were then heated for 10 minutes at 70 

°C, followed by standard Western blot protocol.  Immunoblots were incubated with the indicated 

primary antibodies, overnight at 4°C. Immunoblots were then washed with TBST (TBS with 0.1% 

Tween-20) three times and incubated with the corresponding secondary antibody for 1 hour at 
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room temperature. Protein signals were then revealed with western ECL substrate (Clarity, 

Biorad). Quantification of Western blot by densitometry analyses were performed using Image 

Lab software (Bio-Rad Laboratories).  Antibodies used in this study are listed in Supplemental 

Table 2. 

 

Streptavidin Pull Down 

HEK293 Flp-In T-REx cells expressing AXL-BirA*-Flag in a Tetracycline-inducible manner were 

cultured during 24h with Biotin (50µM) and tetracycline (1µg/ml). We included a negative control 

without Biotin. Cells were cultured in 0.5% FBS media overnight, then incubated in serum-free 

medium (with 0.1% BSA and 10 mM HEPES) for 2 hours followed by 15 min with insulin (100 nM). 

Proteins from cells were extracted with lysis buffer and 2mg of protein lysate was incubated with 

anti-streptavidin beads (Sigma) for 3 hours at 4°C with rotation. Beads were then washed 4-6 

times with lysis buffer. Biotinylated proteins or input samples were diluted in loading buffer 

supplemented with 20mM DTT and 2mM biotin. Samples were boiled for 15 minutes at 95ºC and 

used for Western blot analysis. 

 

Immunofluorescence confocal microscopy 

HEK293 cells were transfected with pcDNA5-AXL-BirA*-Flag or/and pmScarlet-C1-Rab7. Cells 

plated on glass coverslips with poly-L-Lysine were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 

min. Cells were blocked with 5% Normal Donkey Serum in 0.3% Triton for 1h and incubated with 

the indicated antibodies overnight at 4°C (Supplemental Table 2). 

Cells were then washed 3 times with PBS and incubated with the corresponding fluorochrome-

conjugated secondary antibody for 1h at room temperature (Supplemental Table 2). Following 

this incubation, cells were washed again 3 times with PBS and stained with DAPI. Cells were 

washed 3 additional times and coverslips were mounted on slides with FluorSave Reagent. 

Pictures were acquired with Zeiss LSM700 confocal microscope at objective 63X. We used Image 

J software to quantify Insulin Receptor (IR) and Rab7 localization. For each different condition, IR 

signal intensity (Alexa488) was measured across the cell, as the distance from the nucleus in order 

to determine if the localization was intracellular or at the plasma membrane. 
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Gene expression 

Tissues and cells RNA extraction, RNA isolation and cDNA generation were performed as 

previously described (73). In brief, total mRNA was treated with DNaseI (Invitrogen) and reverse 

transcribed with random and oligo dT primers using M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen). 

Quantitative real-time PCR was performed using SYBR Green qPCR Master Mix (BiMake) with 

gene-specific primers (Supplemental Table 1) on a ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). Gas6 and TAM receptors gene copy numbers were calculated with a genomic DNA 

standard curve and variation between biological replicate was normalized to S16 expression. 

Protein digestion for phosphoproteome 

C2C12 cells were incubated in serum-free medium with or without recombinant GAS6 (200ng/ml) 

for 24 hours. Samples were treated with insulin (100 nM) for 15 minutes and collected in lysis 

buffer. A total of 2 mg of protein lysate per condition were reduced with 9 mM dithiothreitol at 

37ºC for 30 minutes and, after cooling for 5 minutes, alkylated with 17 mM iodoacetamide at 

room temperature for 30 minutes in the dark. Nucleic acids were digested for 2 hours at 37ºC 

with benzonase in the presence of 2mM MgCl2. The protein digestion was performed on-bead 

using the protein aggregation capture method to clean the samples from detergents and 

reagents. Proteins bound to SeraMag beads (Cytiva, Marlborough, Massachusetts, United States) 

were digested with Lys-C/Trypsin (Promega), in 50mM triethylammoniumbicarbonate (TEAB) 

overnight at 37ºC. 

Peptide labeling, fractionation, and LC-MS/MS 

Protein digests were acidified with trifluoroacetic acid (TFA) and cleaned from reagents with an 

Oasis HLB extraction plate (Waters UK) following the manufacturer’s instructions. The recovered 

peptides were lyophilized and subjected to phosphopeptides enrichment using the MagReSyn® 

TiO2 beads (ReSyn Biosciences, Edenvale, Gauteng, South Africa). All steps of the enrichment were 

performed according to the manufacturer’s instructions. The enriched phosphopeptides were 

desalted with C18 ZipTip pipette tips (Millipore, Billerica, MA). Eluates were dried down in a 

vacuum centrifuge and reconstituted through agitation for 15 minutes in 25 µL of 100 mM 

Triethylammonium bicarbonate (TEAB). Isobaric labeling of the protein digests was performed 

using the 6-plex tandem mass tag (TMT) reagents following the manufacturer’s instructions 
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(ThermoFisher Scientific). TMT labeled samples were pooled, acidified with TFA, cleaned with HLB 

(Waters Oasis HLB 96-well Elution Plate) following the manufacturer’s instructions. Samples were 

evaporated to dryness and resuspended by agitation for 15 minutes in 20 µL of 1% ACN-1% FA. 

Then, 5 µL was loaded into a 75 μm i.d. × 150 mm Self-Pack C18 column installed in the Easy-nLC 

II system (Proxeon Biosystems). The buffers used for chromatography were 0.2% formic acid in 

water (buffer A) and 0.2% formic acid in acetonitrile (buffer B). Peptides were eluted with a three-

slope gradient at a flowrate of 250 nL/min.  Solvent B first increased from 2 to 27% in 140 min, 

then from 27 to 36% B in 40 minutes and finally from 36 to 89% B in 10 minutes.  The HPLC system 

was coupled to Orbitrap Fusion mass spectrometer (Thermo Scientific) through a Nanospray Flex 

Ion Source. Nanospray and S-lens voltages were set to 1.3-1.8 kV and 60 V, respectively. Capillary 

temperature was set to 250 °C. Full scan MS survey spectra (m/z 360-1500) in profile mode were 

acquired in the Orbitrap at a resolution of 120,000 with a target value at 4e5. The 20 most intense 

peptide ions were fragmented in the HCD collision cell and analyzed in the Orbitrap at a resolution 

of 60,000 with a target value at 5e4 and a normalized collision energy at 38. A MS3 scanning was 

performed in the Orbitrap at a resolution of 30,000 upon detection of a neutral loss of phosphoric 

acid (48.99, 32.66 or 24.5 Th) in MS2 scans. Target ions selected for fragmentation were 

dynamically excluded for 10 sec. 

MS data analyses 

Raw data of TiO2 phospho-enriched samples acquired by both neutral lost approach (NL1 and 

NL2) was analyzed with MaxQuant (version 2.0.1.0) by searching against Uniprot’s mouse 

proteome database of sequences (August 2021 release) supplemented with MaxQuant’s 

contaminants and reverse decoy sequences. All searches were performed using a 15-ppm 

precursor ion tolerance and a 0.5 Da fragment ion tolerance, while oxidation of methionine and 

phosphorylation of serine, threonine and tyrosine were set as variable modifications, whereas 

cysteine carbamidomethylation was set as fixed modification. A maximum of 5 modifications per 

peptide was allowed. Trypsin was selected as protease allowing up to two missed cleavages, and 

peptides were limited to a maximum of 4600 Da with minimum and maximum lengths of 8 and 

25 amino acids respectively. PSMs were adjusted to a 1% false discovery rate (FDR), and a 

minimum of two peptides with at least one unique peptide was required. Match between runs 
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was enabled with a match time window of one minute and an alignment time window of 20 

minutes. The type of analysis was set to reporter ion MS2, and reporter ion intensities were 

adjusted to correct for isotopic impurities of the different TMT 6-plex reagents according to the 

manufacturer’s specifications. 

Both neutral loss (NL) MaxQuant phosphopeptides datasets were analyzed separately in R (r-

project.org). After removing “Reverse”, “Potential Contaminants,” and phosphopeptides showing 

a localization probability of less than 0.75, we applied a modified version of the internal reference 

scaling (IRS) procedure (74). First, sample loading and labeling reaction efficiency differences 

were corrected within each TMT 6-plex experiment. The total MS2 reporter ion intensity for each 

channel was multiplied by global scaling factors to adjust its total intensity to the average total 

intensity across the 6 channels. To correct the unavoidable between-run technical variations 

caused by the stochastic selection of peptide ions during MS data acquisition, we calculated, for 

each phosphopeptide, three reference values by summing intensities of MS2 reporter ions among 

the six channels of each of the three TMT experiments. The three reference values were then 

averaged by geometric mean, and we estimated scaling factors for each phosphopeptide to adjust 

its reference value to the geometric mean value. Statistical contrasts were performed with the 

exactTest function after we estimated the dispersion from the EdgeR package (75). 

Bioinformatic analysis 

We considered as modulated phosphosites those showing a normalized Log2 (≤ −0.5 or ≥0.5) 

between two given conditions and p < 0.05. Heatmap was drawn using Morpheus Broad Institute 

software. Reactome pathway analyses were performed to functionally annotate genes from 

proteins modulated in the phosphoproteome, using Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) with an 

FDR threshold of 0.05. Graphical network representations of protein-protein interaction were 

performed with the STRING app (11.5) in Cytoscape (3.9.1). 
 

 

F4/80 Immunostaining 

Epididymal adipose tissue were fixed in 10% formalin overnight at 4°C. After paraffin embedding, 

5 µm thick sections were rehydrated as follows: 3 washes with xylene for 5 minutes each, 2 

washes with 100% ethanol for 10 minutes each, 2 washes with 95% ethanol for 10 minutes each, 
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followed by 2 washes with water for 5 minutes each. Then, antigen retrieval was performed with 

10 mM citrate buffer, pH 6.0 at 95°C for 10 minutes and cooled for 30 minutes at room 

temperature. Following 3 water washes of 5 minutes each, sections were incubated with 3% 

H2O2 for 10 min and blocked with goat serum (Vectastain kit) in TBST for 1 hour at room 

temperature. Slides were incubated with rabbit anti-mouse F4/80 antibody (Supplemental Table 

2) overnight at 4°C in a humid chamber. Rabbit anti-F4/80 antibody detection was performed 

with Vectastain ABC-HRP Kit, Peroxidase (Rabbit IgG) (Vector Laboratories, #PK-4001). The next 

day, sections were washed with TBST and covered with diluted biotinylated goat anti-rabbit IgG 

secondary antibody solution (Vectastain kit) for 30 minutes at room temperature. Slides were 

incubated in Avidin-HRP (ABC complex (Vectastain kit) for 30 minutes at room temperature, and 

then stained with NovaRED substrate (Vector NovaRED Peroxydase Substrate Kit, Vector 

Laboratories, #SK-4800) until desired staining was obtained (15 minutes). Afterward, sections 

were washed with water to stop Vector NovaRED substrate reaction, and counterstained with 

hematoxylin. Slides were dehydrated and mounted with DPX Mount. For each individual mouse 

adipose section, fields were acquired at 20x objective using Leica DM4000B microscope and 

Osteomeasure software. 

Quantification of GLUT4myc translocation  

Optical detection of GLUT4 translocation at the cell surface was performed using L6 myoblast cell 

line expressing stably a rat GLUT4 with a human myc-epitope (L6-GLUT4myc). Briefly, cells were 

treated with either GAS6 or vehicle with or without insulin stimulation and colorimetric 

determination of GLUT4 translocation at the cell surface was detected as previously reported 

(76). The optical absorbance was measured at 492 nm using a microplate reader.  

 

RNA sequencing 

Gastrocnemius of Gas6+/+ and Gas6-/- mice were homogenized in 1 mL of Trizol on ice. After 

centrifugation, 0.2 mL of chloroform is added to clear supernatant. Following agitation and new 

centrifugation, the aqueous phase was collected.  Elimination of DNA and RNA purification were 

performed using Zymo-Spin IIICG columns according to the manufacturer’s instructions 

(ZymoResearch, Irvin, CA). RNA libraries were prepared from 1000ng of total RNA. Poly(A)+ 
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transcripts were enriched using the NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (New 

England Biolabs) and libraries were prepared with RNA Hyperprep Kit (KAPA). Libraries size 

distribution was assessed on a 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies) and libraries were 

quantified by qPCR. Equimolar libraries were sequenced in paired-end reads (PE50) on a Novaseq 

6000 system (Illumina) with a SP flowcell and an average coverage of 50M fragments per library. 

The quality of the raw reads was assessed with FASTQC v0.11.8. After examining the quality of 

the raw reads, no trimming was deemed necessary. The reads were aligned to the GRCm38 

genome with STAR v2.7.6a with more than 82% of reads uniquely mapped. Raw counts were 

computed using FeatureCounts v1.6.0 based on Ensembl mouse reference genome v101. 

Differential expression was performed using DESeq2 R package and 18 differentially expressed 

genes (DEGs) were obtained using p-adjusted <0.05. DEGs heatmap was drawn based on z-score 

using Morpheus Broad Institute software. 

 

Statistics 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Results are shown as the 

mean ± SEM. For single measurements, an unpaired, 2-tailed Student’s t test was used, while 1-

way ANOVA followed by Bonferroni’s post test was used for comparison of more than 2 groups. 

For repeated measurements, a repeated-measures 2-way ANOVA followed by Bonferroni’s post 

test was used. In all analysis, p<0.05 was considered statistically significant. 

 

Study approval 

All animal use complied with the guidelines of the Canadian Committee for Animal Protection and 

was approved by the IRCM Animal Care Committee. 
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SUPPLEMENTALS 

 

Figure S1. GAS6 deficiency does not affect energy expenditure, food intake or gluconeogenesis. 

Supplemental metabolic parameters of 3-months old Gas6+/+ and Gas6-/- FVB/N (blue) and 
C57BL/6J (red) male mice (n=8-12). (A-B) O2 consumption, (C-D) CO2 release, (E-F) energy 
expenditure, and activity on the (G-H) x axis, (I-J) y axis and (K-L) z axis. (M-N) Body weight and 
(O-P) Food intake. (Q-R) Pyruvate tolerance tests (PTT) results for Gas6+/+ and Gas6-/- mice fasted 
16h and i.p. with 2g/kg of pyruvate (n=8-17). Results represent the mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 
0.01, and ***P < 0.001, by 1-way ANOVA followed by Bonferroni’s post test (A-L), by unpaired, 2-
tailed Student’s t test (M-P) or by 2-way ANOVA for repeated measurements with Bonferroni’s 
multiple comparisons test (Q-R). 

 

 

 

 



169 
 

 

Figure S2. GAS6 deficiency does not protect against inflammation induced by High-Fat/High-
Sucrose diet. 

Quantification of macrophages infiltration in epididymal white adipose tissue by 
immunohistochemical staining for F4/80. (A) Counting of crown-like structures (CLS) of Gas6+/+ 
and Gas6-/- mice (n=6-11) fed with chow diet (Chow) or a High-Fat/High-Sucrose diet (HFHS). (B) 
Quantification of macrophage numbers in eWAT. (C) Quantification of total area of anti-F4/80 
positive signal. Results are the average of 5 sections per mouse and are normalized over tissue 
area (mm2). Results represent mean ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 by 2-way ANOVA 
for repeated measurements with Bonferroni’s multiple comparisons test. 
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Figure S3. No change in glucose tolerance in transgenic ApoE-Gas6Tg mice 

(A-B) Glucose Tolerance Test (GTT) was performed in Gas6+/+ and ApoE-Gas6Tg mice that were 
subjected to a 16h-fast and injected i.p. with 2g/kg of glucose at 3 and 6 months of age (n=11-
19). Results represent mean ± SEM, *P < 0.05, by 2-way ANOVA for repeated measurements with 
Bonferroni’s multiple comparisons test. 
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Figure S4. GAS6 affects insulin signaling and GLUT4 translocation in muscle cells. 

(A) Insulin signaling pathway activation in L6-GLUT4myc cells treated with GAS6 (200 ng/ml) for 
24h followed by insulin stimulation (100 nM) for 15 or 45 minutes. Phosphorylation of IR 
(Y1150/1151) and AKT (S473) assessed by Western blot analysis. Total IR and total AKT were used 
as loading controls. (B-C) Surface GLUT4 levels in L6-GLUT4myc myoblasts treated for 24h GAS6 
(200ng/ml) and measured in response to stimulatory insulin (100 nM-15min). Colorimetric assay 
was quantified using the antibody myc-tagged GLUT4. For (B) fold change is relative to untreated 
control cells (Vehicle). For (C), fold change of insulin response is relative to each corresponding 
control (Vehicle vs Vehicle + Insulin and GAS6 vs GAS6+ Insulin). Results represent mean ± SEM. 
*P < 0.05,**P < 0.01, ***P < 0.001, by 1-way ANOVA followed by Bonferroni’s post test. 
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Figure S5. Transcriptional changes and Insulin Receptor protein level in skeletal muscle of GAS6-
deficient mice. 

 (A) Volcano plot for the 18 significant differentially expressed genes (DEGs) in RNA sequencing 
performed on skeletal muscle (gastrocnemius) of Gas6+/+ and Gas6-/- mice (n=4). (B) Heatmap 
representation of RNA-Seq expression z-scores for DEG (p-adj < 0.05). The blue and red dots 
represent the significantly downregulated and upregulated genes respectively. (C) Insulin 
Receptor protein levels in gastrocnemius of Gas6+/+ and Gas6-/- mice assessed by Western blot 
analysis and quantification. Total AKT was used as loading control. Quantification analysis of 
Western blot represent mean ± SEM, p-value was assessed by unpaired, 2-tailed Student’s t test.
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Supplemental Table 1 

Gene Primers Sequence 5’-3’ Purpose  

Axl Foward ATAGGGCTAACTCGAGAGG qPCR 

Axl Reverse GGCTCTAGGGGCACAGGAAG qPCR 

Gas6 Foward GATACGGCCTCGTACAAGCA qPCR 
Gas6 Reverse CTCCAGTGTTGCAGGACCAT qPCR 

Mertk Foward CAGTTGCTAGAGAGCTGCGA qPCR 
Mertk Reverse GGTGTGACTGCAGCAAAAGG qPCR 
Tyro3 Foward TGTCTGCGAATGGAACTGGA qPCR 
Tyro3 Reverse TGCCCTGGTGACTCGGATAG qPCR 
S16 Foward AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG qPCR 
S16 Reverse GCTACCAGGGCCTTTGAGA qPCR 

Gas6 Sens GAGTGCCGTGATTCTGGTC Genotyping Gas6-/- 

Gas6 Sens ATCTCTCGTGGGATCATT Genotyping Gas6-/- 

Gas6 Antisens CCACTAAGGAAACAATAACTG Genotyping Gas6-/- 

ApoE promotor Foward AAGGCTAACCTGGGGTGAGG Genotyping ApoE-Gas6Tg 

Gas6 Reverse AAGTTCTGAACACATTTGGCGA Genotyping ApoE-Gas6Tg 

IL-2 Foward CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT Genotyping ApoE-Gas6Tg 

IL-2 Reverse GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC Genotyping ApoE-Gas6Tg 

Insulin Receptor Foward TTAAAAGCTTGCTCTGATCCGAGGAGACCC Cloning 
Insulin Receptor Reverse ATTGTCGACGGAAGGATTGGACCGAGG Cloning 

HA-tag Foward P- TCGACTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAAG Cloning 
HA-tag Reverse P- AATTCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAG Cloning 
Gas6 Foward ATTACAAGCTTGCCACCATGCCGCCACCG Cloning 
Gas6 Reverse TTAATCTAGAGGGGTGGCATGCTCCACAGG Cloning 
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Supplemental Table 2 

Name of Antibody  Company   Catalog #  Purpose  Dilution 
Gamma-carboxyglutamyl (Gla) residues Sekisui Diagnostics 3570 Western Blot 1/500 

Myc-Tag (9B11) Cell Signaling 2276 Western Blot 1/1000 
p-AXL (Y702) Gene Script - Western Blot 1/1000 

Axl Antibody (C-20) SantaCruz sc-1096 Western Blot 1/500 
P-AKT (Ser473) Cell Signaling 9271 Western Blot 1/1000 

AKT (pan) (C67E7)  Cell Signaling 4691 Western Blot 1/1000 
P-IGF-IR β (Tyr1135/1136)/Insulin 

Receptor β (Tyr1150/1151) Cell Signaling 3024 Western Blot 1/1000 

Insulin Receptor β (L55B10) Cell Signaling 3020 Western Blot 1/1000 
HA-Tag (C29F4) Cell Signaling 3724 Western Blot 1/1000 

DYKDDDDK Tag (D6W5B) / Flag Cell Signaling 14793 Western Blot 1/1000 
Anti-Mouse HRP  Jackson ImmunoResearch 115-035-174 Western Blot 1/5000 

Anti-Rabbit HRP Jackson ImmunoResearch 211-032-171 Western Blot 1/5000 
Monoclonal Anti-Flag ® M2 Sigma F1804 Immunofluorescence 1/2000 
Insulin Receptor β (E9L5V) Cell Signaling 23413 Immunofluorescence 1/100 

Alexa Fluor 488-AffiniPure Donkey Anti-
rabbit IgG Jackson ImmunoResearch 711-545-152 Immunofluorescence 1/1000 

Cy3-Donkey Anti-Mouse IgG Jackson ImmunoResearch 715-165-150 Immunofluorescence 1/500 
Alexa Fluor 633 Goat Anti-mouse IgG Invitrogen A21050 Immunofluorescence 1/500 

F4/80 Cell Signaling 70076 Immunohistochemistry 1/500 
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CHAPITRE 4 

GAS6 FAVORISE LE METABOLISME LACTIQUE 
DANS LES CELLULES MUSCULAIRES 
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RÉSUMÉ 

Introduction : GAS6 est une protéine γ-carboxylée, dépendante de la vitamine K. Cette protéine 

circulante module plusieurs processus biologiques comme la prolifération et la survie cellulaires. 

Ces fonctions sont médiées par son interaction et l’activation de ses récepteurs tyrosine kinase 

TYRO3, AXL et MERTK (TAM). Néanmoins, le rôle de GAS6 est peu caractérisé dans le muscle 

squelettique. Récemment, notre groupe de recherche a pu mettre en évidence que GAS6 diminue 

la sensibilité à l’insuline dans les cellules musculaires.  

Méthodes et Résultats : Dans un premier temps, nous avons établi une stratégie comparative du 

protéome de cellules musculaires mises en culture en présence ou non de GAS6 pendant 24h. De 

façon intéressante, GAS6 augmente les niveaux protéiques de la majorité des enzymes impliquées 

dans la voie de la glycolyse. De plus, par utilisation d’analyseur de flux extracellulaire (Seahorse), 

nous avons mis en évidence qu’un traitement long de GAS6 augmente la capacité glycolytique 

des cellules musculaires. Cet effet est abrogé par l’inhibition pharmacologique des récepteurs 

TAM. Ces changements conduisent à l’élévation des niveaux de lactate sécrété par les cellules 

traitées par GAS6. D’autre part, le traitement prolongé de lactate sur les cellules musculaires 

conduit à l’inhibition de l'activation du RI par l’insuline. 

Conclusion : Ces résultats révèlent un remodelage par GAS6 et ses récepteurs du profil 

métabolique et surtout glycolytique pouvant expliquer un nouveau mécanisme par lequel GAS6 

affecte la sensibilité à l'insuline dans les cellules musculaires. 
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INTRODUCTION  

Notre organisme est composé de plus de 600 muscles squelettiques représentant 40% de la 

masse totale de notre corps. En plus d’être indispensable au bon déroulement des fonctions 

vitales comme la motricité, la thermogenèse ou la respiration, le muscle squelettique est un 

régulateur essentiel de l’homéostasie glucidique. Le muscle squelettique est le principal organe 

responsable de l'absorption du glucose en réponse à l'insuline et l’insulino-résistance musculaire 

représente un facteur central dans l’apparition de troubles métaboliques comme le syndrome 

métabolique ou le diabète de type 2 (221, 222) .   

Par l’utilisation de modèles murins génétiquement modifiés, notre laboratoire de recherche a 

démontré le nouveau rôle de la protéine sécrétée GAS6 comme facteur contributif dans le 

développement de la résistance à l’insuline globale. Nous avons montré in vitro que GAS6 se fixe 

et active son récepteur à activité tyrosine kinase AXL au niveau des cellules musculaires C2C12. 

De même, nous avons aussi démontré qu’une exposition longue de GAS6 (24h) sur ces cellules 

était responsable d’une diminution de l'activation du récepteur de l'insuline et de son messager 

AKT en réponse à l’insuline. Par des analyses phospho-protéomiques, nous avons établi que ce 

traitement chronique de GAS6 perturbe les voies de signalisation induites par l’insuline au niveau 

des cellules musculaires (223).  

Nous avons voulu poursuivre ici nos investigations en étudiant la conséquence d’une exposition 

longue de GAS6 seul sur le métabolisme des cellules musculaires en culture. Pour ce faire, nous 

avons utilisé une stratégie couplant le marquage par tag de masse en tandem (TMT) et 

la spectrométrie de masse par chromatographie en phase liquide (LC-MS/MS) afin de comparer 

le protéome total de cellules musculaires C2C12 traitées ou non pendant 24h avec GAS6. Nous 

rapportons ici que GAS6 affecte les niveaux des enzymes impliquées dans la glycolyse et modifie 

le métabolisme glycolytique des cellules musculaires.  
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Culture cellulaire 

Les cellules de la lignée C2C12 (ATCC) ont été cultivées en myoblastes avec du milieu DMEM, 

supplémenté de 10 % de sérum bovin fœtal (FBS) et de pénicilline/streptomycine (P/S). Les 

cellules ont été cultivées à 37°C, avec 5% de CO2. 

 

Protéome total 

Traitement cellulaire et digestion des protéines  

Les cellules C2C12 ont été incubées dans un milieu sans sérum complémenté avec 10 mM d’HEPES 

pH 4 et 0,1% de BSA, pendant 24 heures avec ou sans GAS6 recombinant (200 ng/ml). Pour chaque 

condition, des triplicats biologiques ont été réalisés. Après lavage au PBS, les cellules ont été 

lysées et un total de 20 µg de protéines par échantillon a été réduit avec 9 mM de dithiothréitol 

à 37°C pendant 30 minutes. Après 5 minutes de refroidissement, une étape d’alkylation a été 

réalisée avec de l'iodoacétamide 17 mM à température ambiante pendant 30 minutes dans 

l'obscurité. Les acides nucléiques ont été digérés pendant 2 heures à 37°C avec de la benzonase 

en présence de 2 mM de MgCl2. La digestion des protéines a été effectuée sur billes en utilisant 

la méthode de capture par agrégation de protéines pour nettoyer les échantillons des détergents 

et des réactifs. Les protéines liées aux billes SeraMag (Cytiva, Marlborough, Massachusetts, États-

Unis) ont été digérées avec de la Lys-C/Trypsine (Promega), dans du bicarbonate de 

triéthylammonium 50 mM (TEAB) pendant une nuit à 37 °C.  

 

Marquage TMT  

Après digestion, 20µg de chaque échantillon ont été nettoyés par HLB (Hydrophilic-Lipophilic 

Balance (Waters Oasis HLB 96-well Elution Plate) en suivant les instructions du fabricant. Le 

marquage isobare des digestions protéiques a été effectué à l'aide des réactifs 6-plex tandem 

mass tag TMT (ThermoFisher Scientific). Les échantillons marqués au TMT ont été regroupés, 

acidifiés avec de l'acide trifluoroacétique (TFA) et fractionnés en 10 fractions à l'aide du kit de 

fractionnement de peptides (Pierce) en phase inverse à pH élevé. Chaque fraction a été évaporée 

à sec et remise en suspension sous agitation pendant 15 minutes dans 12µL de 2% ACN-1% FA. 
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Environ 3µg de chaque fraction ont été chargés dans un diamètre intérieur de 75 μm × Colonne 

Self-Pack C18 de 150mm installée dans le système Easy-nLC II (Proxeon Biosystems). Les tampons 

utilisés pour la chromatographie étaient : 0,2 % d'acide formique dans l'eau (tampon A) et 0,2 % 

d'acide formique dans l'acétonitrile (tampon B). Les peptides ont été élués avec un gradient à 

trois pentes à un débit de 250 nL/min. Le tampon B est passé de 2 à 27 % en 140 min, puis de 27 

à 36 % en 40 minutes et enfin de 36 à 89 % en 10 minutes. Le système HPLC (High Performance 

Liquid Chromatography) a été couplé au spectromètre de masse Orbitrap Fusion (Thermo 

Scientific) via une source d'ions Nanospray Flex. Les tensions Nanospray et S-lens ont été fixées à 

1,3-1,8 kV et 60 V, respectivement. La température capillaire a été fixée à 250°C. Les spectres de 

relevé MS à balayage complet (m/z 360-1500) en mode profil ont été acquis dans l'Orbitrap à une 

résolution de 120 000 avec une valeur cible à 4e5. Les 20 ions peptidiques les plus intenses ont 

été fragmentés dans la cellule de collision HCD et analysés dans l'Orbitrap à une résolution de 60 

000 avec une valeur cible à 5e4 et une énergie de collision normalisée à 38. Les ions cibles 

sélectionnés pour la fragmentation ont été dynamiquement exclus pendant 40 secondes. 

Identification des protéines 

Les recherches dans la base de données de protéines ont été lancées à l'aide du logiciel Proteome 

Discoverer de ThermoFisher Scientific (version 2.4) et ont été effectuées avec Mascot 2.6.2 

(Matrix Science) par rapport à la base de données de protéines de souris UniProt (version 2019). 

Les tolérances de masse pour les ions précurseurs et fragments ont été fixées à 10 ppm et 0,05 

Dalton, respectivement. La trypsine a été utilisée comme enzyme permettant jusqu'à 1 clivage 

manqué. Les marquages TMT sur les résidus N-terminaux/lysine du peptide et la 

carbamidométhylation de la cystéine ont été spécifiées comme modifications fixes, et l'oxydation 

de la méthionine comme modification variable.  

 

Analyse Bio-informatique  

Les valeurs de probabilités P ont été calculées à l'aide d'un test t bilatéral non apparié à deux 

échantillons avec Benjamini-Hochberg FDR à 5 %. L'analyse de l'enrichissement et de la voie KEGG 

a été réalisée à l’aide du logiciel Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), les voies significatives sont 

déterminées par le logiciel selon un test FDR=5%.  

https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
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Analyseur de flux extracellulaire (Seahorse) 

Les myoblastes C2C12 ont été ensemencés à raison de 20 000 cellules par puits dans des plaques 

XF à 24 puits. Après 23 heures de traitement avec du GAS6 recombinant (200 ng/ml) ou vehicule, 

dans du milieu DMEM sans sérum, les cellules ont été lavées au PBS puis incubées dans du milieu 

Seahorse XF DMEM (supplémenté avec 2 mM de glutamine) pendant 1 h à 37 °C dans un 

incubateur sans CO2 en présence de GAS6. Le profilage de la capacité glycolytique est mesuré par 

ajout de composés stimulateurs de la glycolyse : glucose (10 mM), l'oligomycine (1 µM, Sigma) et 

de l’inhibiteur 2-Deoxy-D-Glucose (100 mM, Sigma). L'analyse du métabolisme énergétique des 

cellules C2C12 a été réalisée à l'aide de l'analyseur de flux extracellulaire Seahorse XF24 (Seahorse 

Bioscience/Agilent, Santa Clara, CA). Les niveaux de glycolyse des cellules sont évalués par la 

mesure des taux d'acidification extracellulaire (ECAR). Les mesures sont prises à intervalle de 

temps régulier de 3 minutes.  

 

Mesure des taux de lactate extracellulaire 

La concentration de lactate sécrété a été déterminée sur des cellules C2C12 ensemencées dans 

les mêmes conditions que l’analyse Seahorse. Les cellules C2C12 ont été cultivées pendant 23 

heures en présence ou non de GAS6 recombinant (200 ng/ml) dans du milieu DMEM sans sérum. 

Les cellules ont été lavées au PBS puis incubées dans du milieu DMEM sans sérum et sans glucose 

pendant 1h, le glucose (10 mM) a été rajouté 30 minutes avant la récolte des surnageants. Les 

échantillons ont été analysés à l'aide d'un essai commercial de détection bioluminescent de 

lactate (Promega) conformément aux instructions du fabricant. La bioluminescence a été 

mesurée dans des microplaques (Perkin Elmer) avec un luminomètre (SpectraMax MiniMax 300). 

Les résultats ont été normalisés sur les quantités de protéines totales (Bradford). 

 

Western blot 

Les cellules C2C12 ont été incubées dans un milieu sans sérum avec 10 mM d’HEPES pH 4; 0,1% 

de BSA pendant 24 heures dans différentes conditions de traitement : lactate (0,4-50mM), GAS6 

recombinant (200ng/ml) ou oxamate (1mM). Les échantillons ont été traités avec de l'insuline 

https://www.moleculardevices.com/products/microplate-readers/multi-mode-readers/spectramax-mini-reader
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(100 nM) pendant 15 minutes. Les cellules ont été lysées par le tampon de lyse décrit 

précédemment (224), avec 1mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF), 1mM de 

vanadate, et des inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics). Les protéines ont été quantifiées 

par méthode de Bradford (Biorad). Le tampon de charge a été ajouté aux protéines qui ont 

ensuite été chauffées pendant 10 minutes à 70°C, en suivant le protocole standard de Western 

blot. Les immunoblots ont été incubés avec les anticorps primaires correspondant, pendant une 

nuit à 4°C. Les membranes de Western blot sont ensuite lavées avec du TBST (TBS avec 0,1 % de 

Tween-20) trois fois et incubées avec l'anticorps secondaire correspondant pendant 1 heure à 

température ambiante. Les signaux protéiques sont ensuite révélés avec le substrat Western ECL 

(Clarity, Biorad). Les anticorps primaires proviennent tous de la compagnie Cell Signaling 

Technology : Phospho-IGF-I Receptor β (Tyr1135/1136) /Insulin Receptor β (Tyr1150/1151) 

(19H7) Rabbit mAb, Insulin Receptor β (L55B10) Mouse mAb; Phospho-AKT (Ser473) (D9E) 

XP® Rabbit mAb et AKT (pan) (C67E7) Rabbit mAb. 

 

Statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel GraphPad Prism. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± SEM. Pour la comparaison de plus de 2 groupes, une analyse 

ANOVA unidirectionnelle suivie du post-test de Bonferroni a été utilisée. Pour les mesures 

répétées, une analyse ANOVA à 2 voies à mesures répétées suivie du post-test de Bonferroni a 

été réalisée. Dans toutes les analyses, p<0,05 a été considérée comme statistiquement 

significative. 
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RÉSULTATS  

GAS6 augmente les niveaux protéiques des enzymes impliquées dans la glycolyse dans les 

cellules musculaires. 

Pour explorer l’impact d’un traitement long de GAS6 sur les cellules musculaires, nous avons 

effectué une analyse protéomique quantitative. Pour cela, par triplicats biologiques, les cellules 

C2C12 ont été mises en présence ou non de GAS6 pendant 24h. À la suite de la lyse et de la 

quantification des échantillons, les protéines ont été digérées et soumis à un marquage TMT suivi 

d'une chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-

MS/MS) (Fig.1A).  

Nous avons identifié un total de 5707 protéines et défini les protéines significativement régulées 

par GAS6 comme celles ayant un changement de facteur de 1,5 avec un taux de fausse découverte 

(FDR) inférieur ou égal à 5%. Ces analyses ont permis de déterminer 688 protéines augmentées 

significativement par les 24 heures de traitement avec le GAS6 recombinant.  

A l'aide de la base de données d'analyse Gene Set Enrichment Analysis, en prenant en compte les 

gènes correspondant à ces protéines différentiellement exprimées, nous avons effectué une 

analyse d'enrichissement des voies KEGG pour élucider leurs rôles fonctionnels. Les résultats 

analytiques ont révélé que les voies augmentées par le traitement de GAS6 sont liées à plusieurs 

processus biologiques comme la voie du ribosome, signifiant l’augmentation de plusieurs 

protéines ribosomales RPS ou RPL composant les sous-unités 60S (large) ou 40S (small), la voie 

du protéasome, la régulation du cytosquelette d’actine avec les jonctions serrées ou l'adhérence 

focale, et aussi le spliceosome (Fig.1B). De manière intéressante, l’un des changements majeurs 

induit par GAS6 implique les enzymes engagées dans les voies métaboliques parallèles de la 

glycolyse et la néoglucogenèse, ayant un grand nombre de réactions et donc d’enzymes 

communes (Fig.1B). Parmi les 8 enzymes augmentées par GAS6 dans cette voie d’enrichissement 

KEGG, 6 sont engagés dans des réactions dites réversibles c’est-à-dire pouvant à la fois avoir lieu 

dans la glycolyse et la néoglucogenèse : la phosphoglucoisomérase, la glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase (GAPDH), la phosphoglycérate kinase, la phosphoglycéromutase, 

l’enolase et enfin la lactate déshydrogénase (Fig.1C). Enfin, les 2 dernières sont exclusivement 

engagées dans les réactions irréversibles de la glycolyse : la phosphofructokinase (PFK1) et la 
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pyruvate kinase (Fig.1C). En conclusion, il semblerait que GAS6 augmente principalement 

l’expression protéique des enzymes glycolytiques.
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Figure 1. GAS6 augmente l’expression des enzymes impliquées dans la glycolyse dans les 
cellules musculaires. 

(A) Schéma représentatif du protéome total par marquage TMT analysé par spectrométrie de 
masse des cellules musculaires C2C12 traitées ou non 24h avec GAS6 (200ng/ml). (B) Analyse 
d'enrichissement des voies KEGG surreprésentées dans les protéines régulées à la hausse par 
GAS6 dans les cellules C2C12 (FDR < 0,05).  (C) Schéma simplifié de la voie glycolytique montrant 
les enzymes impliquées à chaque étape, leurs substrats et leurs produits. En rouge, les enzymes 
significativement augmentées par le traitement avec GAS6.
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GAS6 augmente la capacité glycolytique des cellules musculaires.     

Par la suite, nous avons voulu évaluer si l’augmentation de l’expression des enzymes de la 

glycolyse induite par GAS6 pouvait avoir une incidence directe sur les fonctions et capacités 

glycolytiques des cellules musculaires. Pour cela, nous avons mesuré l’impact de GAS6 sur le 

métabolisme énergétique des cellules C2C12 en utilisant l'analyseur de flux extracellulaire 

Seahorse et en effectuant des tests de stress de glycolyse. Brièvement, la technologie Seahorse 

permet de mesurer en temps réel le taux d'acidification du milieu extracellulaire (ECAR) et le taux 

de consommation d'oxygène (OCR). Ainsi, l’activité de la glycolyse est évaluée par les 

changements des taux d’ECAR lors d’application séquentielle de glucose pour mesurer la 

glycolyse à l’état basal, suivie de l’inhibiteur d’ATP synthase l’oligomycine permettant d’évaluer 

la capacité glycolytique maximale et enfin de l’analogue non métabolisable du glucose le 2-Deoxy-

D-glucose (2-DG) qui inhibe la glycolyse. Nous avons ainsi pu observer que le prétraitement long 

de 24h avec GAS6 augmente très significativement les taux d’ECAR à la suite de l’ajout du glucose, 

signifiant ainsi que GAS6 augmente la glycolyse basale des cellules musculaires C2C12 (Fig.2A). 

De plus, l’ajout d’oligomycine, bloquant l’ATP synthase et ainsi la production d’ATP par la chaîne 

de respiration mitochondriale, a pour effet de stimuler la glycolyse anaérobique. Nous avons pu 

ainsi également constater que GAS6 augmente significativement la capacité maximale de la 

glycolyse et ainsi la glycolyse anaérobique à l’origine de la conversion du pyruvate en lactate 

(Fig.2A). À noter qu’il n’y a pas de différence significative après ajout de l’inhibiteur 2-DG. Nous 

avons ensuite voulu savoir si inhiber la voie de signalisation de GAS6 et de ses récepteurs TAM 

pouvait bloquer cet effet sur la capacité glycolytique. Pour cela, nous avons traité les cellules 

C2C12 pendant 24h avec GAS6 ou l’inhibiteur pharmacologique des TAM, le LDC1267, ou une 

combinaison des deux. Nous avons observé à nouveau que GAS6 augmentait la capacité 

glycolytique basale et maximale des cellules musculaires (Fig.2B). En revanche, les prétraitements 

avec le LDC1267 permettent de contrecarrer cet effet pour revenir vers une tendance à la 

normale (Fig.2B). La normalisation de ces différences d’ECAR a été faite sur la quantification 

protéique de chaque condition. Les traitements de GAS6 et de l’inhibiteur LDC1267 n’induisent 

aucune différence significative sur les niveaux protéiques (Fig.2C). Ainsi, en normalisant nos 

résultats Seahorse sur la quantité protéique, nous retrouvons le même phénotype métabolique 
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qui est l’augmentation des capacités glycolytiques des cellules musculaires C2C12 traitées avec 

un traitement chronique de GAS6 (Fig.2D).  

Ensemble, ces résultats suggèrent que GAS6, via ses récepteurs TAM, stimule la glycolyse, 

notamment la glycolyse anaérobique, et que bloquer l’activation des récepteurs TAM 

empêcherait la dérégulation glycolytique induite par GAS6. 
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Figure 2. GAS6 augmente la capacité glycolytique des cellules musculaires. 

L’analyse par méthode Seahorse de la glycolyse dans les cellules musculaires C2C12 est évaluée 
par mesure du taux d'acidification extracellulaire (ECAR) lors d’injections successives de glucose 
(10 mM), d’oligomycine (1µM) et de 2-DG (50 mM). (A) Profil des niveaux glycolytiques de cellules 
musculaires C2C12 traitées 24h avec GAS6 (200ng/ml) (n=3). (B) Analyse du taux glycolytique des 
C2C12 traitées avec GAS6 (200ng/ml) et/ou l’inhibiteur pharmacologique des récepteurs TAM, 
LDC1267 (5µM) pendant 24h. (C) Quantification des protéines des C2C12 selon les différents 
traitements (n=1). (D) Analyse du taux glycolytique des C2C12 traitées avec GAS6 et LDC1267 
pendant 24h, normalisé sur les quantités de protéines totales de chaque puit (n=1). Les résultats 
représentent la moyenne ± SEM, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 par test ANOVA à 2 facteurs 
pour des mesures répétées avec test de comparaisons multiples de Bonferroni (A-B et D) ou par 
ANOVA à 1 facteur (C). 
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GAS6 augmente les niveaux de lactate sécrété par les cellules musculaires 

Compte tenu de l’augmentation de l’expression de la lactate déshydrogénase couplée à une 

élévation de la glycolyse anaérobique induites par GAS6, nous avons investigué l’effet de ce 

dernier sur la production de lactate. Nous avons reproduit les conditions expérimentales du 

Seahorse et mesuré les niveaux de lactate sécrété par les cellules C2C12 traitées ou non avec 

GAS6 pendant 24h suivi d’une stimulation au glucose, qui permet d'initier la glycolyse et ainsi la 

production de lactate. Nous avons observé, comme attendu, que le glucose induit la production 

de lactate, mais celle-ci est significativement plus forte lorsqu’il y a eu prétraitement long au GAS6 

(Fig.3A). Par ailleurs, l’ajout de GAS6 seul augmente légèrement les taux de lactate sécrété par 

les C2C12 en comparaison à la condition contrôle (Vehicle), provenant probablement du glucose 

emmagasiné par les cellules. Ainsi, GAS6 promeut la production de lactate qui est ensuite sécrété 

par les cellules musculaires.  

Le lactate inhibe l’activation du récepteur à l’insuline en réponse à l’insuline  

Notre précédente étude a démontré qu’une exposition longue au GAS6 sur les cellules 

musculaires inhibe l’activation du récepteur à l’insuline et de sa cible en aval AKT induite par 

l’insuline. Au vu, de nos récents résultats suggérant aussi que GAS6 augmenterait la glycolyse 

anaérobique et la production de lactate sécrété, nous avons donc voulu estimer si le lactate 

pouvait être l’un des mécanismes par lequel GAS6 affecte cette réponse à l’insuline des cellules 

musculaires. Pour cela, les cellules C2C12 ont été prétraitées pendant 24h avec différentes doses 

de lactate (0,4-50mM) ou d’un véhicule, suivi d'un traitement de 15 minutes avec de l'insuline. 

Nous avons pu remarquer que le lactate diminue significativement la phosphorylation du 

récepteur de l'insuline (RI) induite par le traitement à l'insuline, de façon dose-dépendante 

(Fig.3B-C). À une dose faible de 2 mM, une tendance se dessine déjà avec une réduction presque 

significative de la phosphorylation du RI d'environ 1,3 fois. Les traitements de 10 à 50 mM de 

lactate diminuent significativement la phosphorylation du RI d'environ 2 fois (Fig.3C). Néanmoins, 

de façon surprenante, le lactate ne semble pas avoir d’impact sur les niveaux de phosphorylation 

d’AKT en réponse à l’insuline (Fig.3C). Ces résultats suggèrent un tout nouveau rôle du lactate 
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dans le métabolisme cellulaire et potentiellement dans la résistance à l’insuline musculaire, 

puisqu’un traitement long inhibe l’activation du RI induite par l’insuline. 

 

GAS6 inhibe la voie de signalisation de l’insuline en partie via l’augmentation des niveaux de 

lactate des cellules musculaires  

Nous avons ensuite testé si l’inhibition de la réponse à l’insuline dépendante de GAS6 pouvait 

être abolie en bloquant la production de lactate induite par ce dernier dans les cellules 

musculaires. Les cellules C2C12 ont été prétraitées pendant 24h avec GAS6 (0,4-50mM) et/ou un 

inhibiteur de la lactate déshydrogénase, l’oxamate, responsable du blocage de la glycolyse 

anaérobique. Les C2C12 ont ensuite été soumises à une stimulation à l’insuline pendant 15 

minutes.  Comme attendu, GAS6 inhibe à la fois la phosphorylation du RI et d’AKT. L’oxamate seul 

ne semble pas avoir d’effet sur la signalisation de l’insuline. Il est intéressant de noter que lorsque 

les cellules sont prétraitées à la fois avec GAS6 et l’oxamate, l’effet inhibiteur de GAS6 sur la 

phosphorylation du RI disparait et l’activation de ce dernier retourne à la normale en comparaison 

avec la condition contrôle stimulée à l’insuline (Fig.3D). Cependant, l’ajout de l’oxamate au GAS6 

ne semble pas avoir d’impact sur les niveaux de phosphorylation d’AKT en réponse à l’insuline en 

comparaison avec la condition de GAS6 seul (Fig.3D). Ces résultats suggèrent que l’inhibition de 

GAS6 sur l’activation d’AKT induite par l’insuline est indépendante du lactate et serait ainsi 

exécutée par un autre mécanisme, ce qui concorde avec nos précédentes observations qui ne 

montrent aucun effet direct du lactate sur AKT (Fig.3B-C). L’ensemble de nos résultats suggère 

qu’un traitement long à GAS6 entraîne une augmentation des niveaux lactiques produits par les 

cellules musculaires contribuant à la diminution de l’activation du RI en réponse à l’insuline.  
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Figure 3. GAS6 impacte la voie de signalisation de l’insuline en augmentant les niveaux de 
lactate. 

(A) Niveaux de lactate sécrété par les cellules C2C12 traitées avec GAS6 (200 ng/ml) pendant 24h 
suivi d'une stimulation au glucose (10 mM) pendant 30 minutes. Les taux de lactate sont 
normalisés par rapport à la teneur totale en protéines (n=2). (B) Activation de la voie de 
signalisation de l'insuline dans les cellules C2C12 traitées avec différentes doses de lactate (0,4-
50 mM) pendant 24h suivie d'une stimulation à l'insuline (100 nM) de 15 minutes (n=2-3). 
Phosphorylation du récepteur de l'insuline (IR-Y1150/1151) et d’AKT (S473) évaluée par analyse 
Western blot. RI et AKT total ont été utilisés comme témoins de charge. (C) Quantification des 
niveaux de phosphorylation de RI et AKT sur leur quantité protéique totale. (D) Phosphorylation 
du RI et d’AKT (S473) mesurées par Western blot de cellules C2C12 traitées avec GAS6 (200 ng/ml) 
et/ou l’inhibiteur de la lactate déshydrogénase, l’oxamate (1mM) pendant 24h suivi d’un 
traitement de 15 minutes à l'insuline (100 nM). RI et AKT totaux sont les témoins de charge (n=1). 
Les résultats représentent la moyenne ± SEM, *P < 0,05, **P < 0,01, par test ANOVA à 1 facteurs 
pour des mesures répétées avec test de comparaisons multiples de Bonferroni (A et C) 
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DISCUSSION  

Notre présente étude a démontré que GAS6 régulait le protéome total des cellules musculaires 

C2C12 en augmentant spécifiquement l’expression des enzymes impliquées dans la glycolyse 

anaérobique. Cet effet a pour conséquence une très forte élévation des capacités glycolytiques 

basales et maximales. Les C2C12 exposées à un traitement prolongé de GAS6 produisent des 

quantités élevées de lactate qui sont sécrétées dans le milieu extracellulaire. Or, nous avons 

également établi que le lactate induisait des altérations dans la réponse à l’insuline des cellules 

du muscle en inhibant spécifiquement l’activation du RI. Notre étude propose ainsi un tout 

nouveau mécanisme d’action par lequel la résistance à l’insuline des cellules musculaires induite 

par GAS6 serait causée par une modulation de l’utilisation du glucose pour favoriser le 

métabolisme anaérobie lactique.  

Régulation du protéome par GAS6  

Notre étude met en évidence pour la première fois l’effet de GAS6 sur le protéome de cellules 

musculaires. Nos analyses protéomiques montrent à la fois des voies biologiques régulées par 

GAS6 déjà connues, comme la régulation du cytosquelette d’actine le cycle cellulaire (195), mais 

surtout de nouvelles voies impliquées cette fois-ci dans le métabolisme, suggérant un rôle de 

GAS6 dans la reprogrammation métabolique. Cependant, nous n’avons pas pu identifier les 

protéines, et par conséquent les voies biologiques, négativement régulées par GAS6, notifiant 

ainsi que nos analyses bio-informatiques doivent être approfondies. Malgré cela, il est important 

de souligner qu’aucune différence significative, ni tendance, en termes de quantité protéique 

n’est présente entre les deux conditions mesurées dans les triplicats utilisés lors de notre 

expérience protéomique. Il est intéressant de noter que dans les voies analytiques KEGG des 

protéines augmentées par GAS6, nous retrouvons les voies du protéasome (ex : plusieurs sous-

unités du protéasome 20S et 26S - PSM) et de la protéolyse médiée par l'ubiquitine (ex : UBA1, 

UBA2, HERC4 etc.). Ces voies augmentées pourraient expliquer une régulation et un maintien de 

l’homéostasie protéique globale afin de contrebalancer l’effet positif de GAS6 sur la synthèse 

protéique. Pour cela, il aurait été intéressant de tester si l’ubiquitinylation est augmentée dans 

les conditions traitées avec GAS6 par Western blot avec un anticorps anti-ubiquitine (Ub). De 
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plus,l’une des étapes suivantes nécessaires de ce projet est de déterminer par quels mécanismes 

GAS6 augmente l’expression des enzymes glycolytiques. Pour cela, il serait pertinent d’exécuter 

certaines expériences comparant les conditions véhicule et GAS6. Par exemple, nous pourrions 

déterminer s’il s’agit d’une augmentation de la régulation transcriptionnelle par RT-qPCR. Le 

changement de la synthèse protéique de ces enzymes pourrait être identifiée par technique de 

cycloheximide chase. De plus, la co-immunoprécipitation de chacune des protéines, suivie d’un 

immunoblot contre l’Ub permettrait de définir si ces protéines sont moins ciblées par la 

dégradation médiée par le protéasome.   

GAS6 augmente la glycolyse anaérobique et la production de lactate 

L’un des points centraux de notre étude est d’avoir pu démontrer qu’une exposition longue de 

GAS6 sur les C2C12 conduit à une reprogrammation du métabolisme cellulaire afin de favoriser 

la glycolyse anaérobique. Nos expériences par méthode Seahorse montrent l’augmentation de la 

glycolyse anaérobique induite par GAS6 dans les cellules musculaires. Néanmoins, notre 

expérience de rescue utilisant le LDC1267 n’a été réalisée qu’une seule fois et nécessite d’être 

répétée. Par ailleurs, cet inhibiteur cible les 3 récepteurs de la famille des TAM. Sur la base de 

notre précédent projet et de la différence d’affinité connue de GAS6 pour les TAM (182), nous 

nous orientons vers l’hypothèse d’un mécanisme d’action médié via le récepteur AXL. Nous 

pourrions ainsi reproduire nos expériences en utilisant l’inhibiteur pharmacologique spécifique 

d’AXL, le R428 pour tester cette possibilité. Nous avons aussi pu démontrer que les conséquences 

de cette hausse de la capacité glycolytique conduit à l’augmentation de lactate. Nous avons 

mesuré les niveaux sécrétés de lactate, les taux intracellulaires devraient aussi être mesurés pour 

la suite de ce projet.  

GAS6 et le lactate semblent être impliqués dans la résistance à l’insuline  

Nous pouvons supposer, selon nos résultats avec l’oxamate, que l’augmentation de la production 

de lactate par GAS6 est un mécanisme direct de ce dernier sur le développement de la résistance 

à l’insuline dans les cellules de type musculaire. Néanmoins, cette expérience demande d’être 

reproduite et des ajustements sont nécessaires en termes de durée et de dose optimales de 

traitement avec l’oxamate. Notre projet souligne également l’impact du lactate sur la 
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signalisation de l’insuline puisque nous avons démontré qu’un traitement long inhibe la 

phosphorylation du RI par l’insuline. Ces résultats vont dans le sens de plusieurs études qui 

constatent que des niveaux élevés de lactate plasmatique ou intramusculaire sont associés au 

DT2 ou que des capacités glycolytiques altérées du muscle squelettique contribuent à la 

résistance à l'insuline (63, 64, 225, 226). Néanmoins, le mécanisme moléculaire par lequel le 

lactate contribue à cette désensibilisation du muscle à l’insuline reste encore imprécis.  

Bien que nos résultats soient préliminaires et nécessitent d’être reproduits, ils suggèrent 

néanmoins un mécanisme inédit de GAS6 dans la reprogrammation métabolique à l’origine de 

l’insulino-résistance des cellules musculaires.  
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DISCUSSION 

L’ensemble des travaux de cette thèse a pu démontrer un rôle essentiel de la voie de signalisation 

de GAS6/AXL dans la régulation de l’homéostasie glucidique et la sensibilité à l’insuline en 

mettant également en lumière les mécanismes moléculaires sous-jacents. Nous avons en effet 

caractérisé de façon extensive l’impact négatif de GAS6 in vivo sur le métabolisme du glucose à 

l’aide de souris knock-out ou transgéniques pour GAS6. Nos résultats ont mis en évidence un 

mécanisme moléculaire précédemment inconnu via lequel GAS6 et son récepteur AXL étaient 

responsables d’une reprogrammation de la voie de signalisation de l’insuline dans les cellules 

musculaires. Cet effet s’accompagnant également d’un changement métabolique au niveau de 

la glycolyse dans ces cellules. Nous avons également montré que les niveaux élevés de GAS6 

corrèlent avec une mauvaise gestion de la clairance glucidique  

Néanmoins, nos recherches soulèvent également des questions supplémentaires qui devront 

être étudiées dans le futur afin d’approfondir notre compréhension de la voie GAS6/AXL pour 

permettre d’envisager son ciblage potentiel dans le cadre de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 

Dans ce chapitre, différents résultats de la thèse seront discutés, nous permettant aussi de 

soulever de nouvelles interrogations, hypothèses et perspectives de recherche.  
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GAS6 chez l’humain : un biomarqueur envisageable comme prédicteur de risque de DT2? 

Lors de ce projet de thèse, nous avons eu l’immense chance de pouvoir investiguer le lien entre 

GAS6 et certains désordres métaboliques chez l’humain. Pour cela, nous avons pu avoir accès aux 

échantillons et données métaboliques de la cohorte MONET, une population de femmes dites à 

risque pour développer le DT2 au vu de leur poids et de leur sédentarité. Nos résultats ont ainsi 

permis de mettre en évidence des corrélations significatives entre les niveaux de GAS6 sériques 

et des facteurs d’adiposité, d’inflammation et encore d’intolérance au glucose chez ces femmes 

ménopausées, non-diabétiques, en surpoids ou obèses. Néanmoins, certaines limitations et 

discussions dans notre étude sont à souligner. Tout d’abord, cette étude corrélative a été réalisée 

sur un échantillon de petite taille composée uniquement de 126 femmes, et sans prendre en 

compte l’ethnicité des patientes comme facteur. Par ailleurs, comme nous l’avons 

précédemment mentionné dans l’article 1 (chapitre 2) de cette thèse, les données de GAS6 chez 

l’humain restent encore controversées, associant soit une corrélation positive entre les niveaux 

de GAS6 sériques et la résistance à l’insuline chez des adolescents obèses, soit négative avec le 

DT2 chez des adultes (216, 229). Nous avons alors suggéré, selon nos observations et ces études, 

que les niveaux de GAS6 pourraient varier en fonction de l’avancée du DT2. Toutefois, dans notre 

étude, nous n’avons pas comparé directement notre cohorte avec d’autres groupes comme, par 

exemple, des femmes ayant les mêmes caractéristiques mais étant diabétiques ou n’étant pas 

en surpoids et obèses. Cependant, la force de notre étude repose sur le fait que nous avons pu 

distinguer, à l’aide des mesures sériques de GAS6, des différences dans la tolérance au glucose 

au sein d’une population homogène telle que MONET.  Les niveaux élevés de GAS6 semblent 

prédire une mauvaise gestion de la clairance du glucose. Néanmoins, contrairement à l’étude 

réalisée dans une cohorte d’adolescents en surpoids et obèses avec laquelle nous avons observé 

le plus de similitudes, nous n’avons pas constaté de relation entre les taux circulants de GAS6 et 

la sensibilité à l’insuline déterminée par l’indice HOMA-IR (216). En effet, l’HOMA-IR est calculé 

à partir des valeurs de glycémie et d’insulinémie à jeun, pour lesquelles aucune corrélation n’a 

été établie avec GAS6 (230). En revanche, il a été observé lors des tests de tolérance au glucose, 

une association entre les niveaux élevés de GAS6 et une augmentation des taux insulinémiques 

qui ne semble pourtant pas être suffisante pour compenser l’altération de la clairance du glucose
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observée. Il semblerait donc y avoir un lien entre GAS6 et l’insuline que nous n’avons pu 

démontrer dans la cohorte MONET.  

Par ailleurs, il est important de noter que ces études ainsi que la nôtre, ne mesurent que les 

niveaux totaux de GAS6 dans la circulation et non la forme active, c’est-à-dire γ-carboxylée, qui 

permet l’activation des récepteurs TAM (185). Actuellement, aucun ELISA spécifique n’est 

disponible sur le marché pour permettre une telle mesure qualitative. Une seule étude connue à 

ce jour a effectué cette mesure au sein d’un groupe contrôle et d’un groupe de personnes 

atteintes de DT2. Les résultats de cette étude suggèrent que les niveaux plasmatiques de GAS6 

γ-carboxylé sont plus faibles dans le groupe DT2 comparativement au contrôle et semblent 

négativement corréler avec le glucose à jeun (231). Il serait intéressant de confirmer l’efficacité 

de cette technique pour éventuellement permettre sa reproductibilité et sa reproduction dans 

le cas de MONET. De plus, il faut ajouter que ces mesures ont été réalisées sur une cohorte très 

restreinte, ne dénombrant qu’une vingtaine d’individus par groupe. D’autre part, aucune 

différence dans les niveaux totaux de GAS6 n’a été observée.               

Nous avons évoqué le fait que GAS6 pourrait être utilisé comme un biomarqueur de la 

dérégulation de l’homéostasie glucidique. Bien entendu, actuellement cela serait uniquement 

valable pour le cas spécifique des femmes ménopausées, non-diabétiques, en surpoids ou 

obèses. Cependant, dans l’éventualité de poursuivre ces investigations, les patientes de la 

cohorte MONET ont été par la suite séparées en deux groupes, elles ont suivi un programme de 

perte de poids de 6 mois basé uniquement sur la restriction calorique ou en combinaison avec 

un entraînement en résistance (232). Les deux interventions ne démontrent pas de différence 

entre elles, mais ont induit une réduction significative du poids corporel qui s’accompagne d’une 

amélioration des taux d'insuline à jeun, de l’homéostasie glucidique et des marqueurs du profil 

d'inflammation. Dans ce contexte, nous proposons de mesurer à nouveau le GAS6 circulant des 

patientes pour voir une éventuelle corrélation avec une baisse de GAS6. Ceci permettrait de 

confirmer notre point de vue sur la relation entre les niveaux circulants de GAS6 et le 

métabolisme glucidique.  
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L’ensemble de ces études corrélatives, bien que divergentes, souligne une éventuelle implication 

de GAS6 dans l’altération du métabolisme du glucose. 

Découverte d’un nouveau rôle in vivo de GAS6 : son implication dans la résistance à l’insuline  

Il est nécessaire de souligner que nos recherches menées chez l’humain restent des études 

corrélatives qui ne permettent pas d’affirmer que GAS6 est réellement impliqué dans une 

dérégulation de l’homéostasie glucidique. Cela a pu être cependant démontré par l’utilisation de 

souris déficientes pour GAS6. Nous avons confirmé que la perte de GAS6 améliorait 

significativement la tolérance au glucose mais aussi fortement la sensibilité à l’insuline. À 

l’inverse, les souris transgéniques pour GAS6, présentant des niveaux sériques élevés, ont une 

sensibilité à l’insuline diminuée. Ces résultats démontrent ainsi une régulation de GAS6 sur la 

sensibilité à l’insuline, ce que nous n’avions pas pu montrer avec les analyses faites sur la cohorte 

MONET. À noter que nos analyses phénotypiques chez la souris n’ont été réalisées que chez les 

mâles. Il est crucial d’étudier les deux sexes tenant compte des différences significatives en 

termes de régulation métabolique influencées par les hormones sexuelles (233). Par exemple, les 

œstrogènes sont connus pour améliorer la sensibilité à l'insuline et inhiber la gluconéogenèse 

(234). Par ailleurs, certaines études semblent également suggérer que l’expression de GAS6 

pourrait être modulée par les hormones sexuelles (235,236). Nous proposons comme 

expériences complémentaires de caractériser le phénotype métabolique (i.e. GTT, ITT, GSIS, PTT) 

des femelles mais aussi de femelles ovariectomisées.  

Toutefois, le point central de notre étude demeure que nous avons montré, pour la toute 

première fois, un phénotype direct causé par la perte de GAS6 dans des conditions 

physiologiques. En effet, jusqu’à présent les phénotypes liés à une déficience de GAS6 étaient 

tous dépendants de stimuli externes ou pathologiques tels qu’un état inflammatoire induit, un 

état de stase ou des régimes pathogéniques (192,213,237). Dès lors, nos travaux nous 

permettent de mieux comprendre le rôle intrinsèque de GAS6 dans la régulation de 

l’homéostasie glucidique et la sensibilité à l’insuline. 
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GAS6 et AXL : nouveaux régulateurs de la voie de signalisation de l’insuline  

Dans leur ensemble, les analyses métaboliques réalisées chez la souris suggèrent que la protéine 

GAS6 module la sensibilité à l’insuline en affectant la captation du glucose par les tissus insulino-

sensibles. L'étude de l'expression génique des récepteurs TAM a révélé que Axl était fortement 

exprimé dans plusieurs muscles squelettiques. Sachant qu’AXL est le récepteur pour lequel GAS6 

a la plus forte affinité et que le muscle squelettique est un acteur clé dans l’homéostasie 

glucidique, nous avons décidé d’orienter notre projet sur la compréhension du mécanisme 

d’action de GAS6 et AXL dans ce type tissulaire. Néanmoins, il serait aussi important d’étudier la 

fonction de GAS6 dans les autres tissus insulino-sensibles tels que le foie et le tissu adipeux, et 

également de déterminer quel TAM pourrait être impliqué.  

Nous avons montré qu’AXL est activé par GAS6 γ-carboxylé dans la lignée de cellules musculaires 

C2C12. L’un de nos résultats déterminants a été de prouver qu’un traitement long de GAS6 sur 

les C2C12 affectait leur réponse à l’insuline, se traduisant par une diminution de la 

phosphorylation du RI et d’AKT induite par l’insuline. Le mécanisme d’action par lequel GAS6 et 

AXL affectent ces niveaux de phosphorylation n’est pas encore totalement élucidé. Or, nous 

avons montré dans les cellules de mammifères que AXL et RI interagissaient ensemble et que ce 

phénomène s’intensifiait en réponse à l’insuline, ceci dans un contexte de surexpression du 

récepteur AXL. Il est donc possible que cette interaction entre les récepteurs, induise un 

rapprochement de protéines interagissant avec AXL au niveau du RI dont d’éventuelles 

phosphatases. Il est intéressant de noter que dans nos analyses phospho-protéomiques des 

C2C12 traitées avec GAS6 suivi d’une stimulation à l'insuline, nous avons pu déterminer que la 

phosphatase C1-TEN, également appelée TNS2, était l’une des phosphatases dont les niveaux de 

phosphorylation en réponse à l’insuline étaient affectés par le prétraitement long de GAS6. Cette 

phosphatase attire notre intérêt puisqu’en effet plusieurs études ont démontré qu’elle 

interagissait avec AXL et même qu’elle était phosphorylée par ce dernier (238,239). Par ailleurs, 

C1-TEN est connue pour être impliquée négativement dans la voie de signalisation de l’insuline. 

En effet, C1-TEN déphosphoryle IRS-1 et entraine une accélération de sa dégradation (240). De 

plus, il a été démontré que l’inhibition de C1-TEN améliorait la tolérance au glucose de souris 

diabétiques db/db (241). Dans notre étude, nous n’avons pas évalué l’effet de GAS6 sur la 
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phosphorylation d’IRS-1, il serait intéressant de déterminer si ce dernier est affecté. Cependant, 

il ne faut pas écarter l’éventuelle participation d’autres phosphatases qui pourraient affecter 

directement la phosphorylation du RI. Les phosphatases potentiellement impliquées pourraient 

être identifiées en comparant l’interactome d’AXL en condition normale avec celui d’AXL à la 

suite d’une stimulation à l’insuline par technique de Bio-ID couplée à la spectrométrie de masse. 

Nos données phospho-protéomiques ont également pu mettre en évidence que le traitement 

long de GAS6 sur les C2C12 augmente la phosphorylation de protéines impliquées dans le trafic 

vésiculaire en réponse à l'insuline, en particulier les protéines de la voie des Rab GTPases. D’autre 

part, notre étude a révélé qu'AXL augmente l'internalisation du RI et sa localisation au niveau des 

endosomes tardifs exprimant RAB7 après stimulation à l'insuline. Cette régulation de 

l’endocytose et ainsi le changement de la localisation spatiale du RI peut avoir plusieurs impacts. 

Cela peut être à l’origine d’une modulation de différentes voies de signalisation et donc d’une 

éventuelle reprogrammation de la réponse à l’insuline. Par exemple, la voie PI3K/AKT est activée 

initialement au niveau de la membrane plasmique alors que la voie ERK peut être activée et 

même initiée lors de l’endocytose (242,243). D’autre part, cette modification du trafic 

endocytaire du RI, en favorisant sa localisation au niveau des endosomes tardifs, pourrait 

impacter sa voie traditionnelle de recyclage. Ceci pourrait alors affecter par la suite sa présence 

à la membrane plasmique. Il serait alors intéressant pour avoir plus d’information à ce sujet de 

réaliser une expérience de suivi en direct par microscopie, notamment en observant le destin du 

RI couplé à de la GFP.  

Nos études mécanistiques de l’impact de GAS6 et AXL sur la signalisation de l’insuline ont été 

réalisées principalement sur des modèles cellulaires. Pour plus d’approfondissement, des études 

in vivo seraient nécessaires. Nous pourrions, entre autres, comparer les niveaux de 

phosphorylation du RI et d’AKT en réponse à l’insuline dans les muscles de souris Gas6+/+ et             

Gas6-/- et quantifier les niveaux de RI à leur surface.  
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GAS6-AXL et l’effet Warburg? 

Après avoir pu montrer qu’un traitement long de GAS6 affecte la réponse à l’insuline pour les 

cellules musculaires, en approfondissant nos recherches, nous avons pu obtenir des résultats 

préliminaires qui suggèrent aussi une reprogrammation métabolique des cellules musculaires qui 

augmente leur niveau glycolytique et la production de lactate. Ce phénomène ressemble 

fortement à ce qui est nommé l’effet Warburg observé dans les cellules cancéreuses. En effet, ce 

dernier désigne l’observation selon laquelle les cellules cancéreuses absorbent des niveaux 

élevés de glucose comparativement à des cellules normales et que même en présence d’oxygène 

ces dernières vont privilégier la glycolyse conduisant à la production de lactate, habituellement 

observée en condition anaérobique, à celle couplée à la phosphorylation oxydative (244). Cette 

reprogrammation confère différents avantages aux cellules cancéreuses qui ont de forts besoins 

énergétiques puisque l’augmentation de la glycolyse s’accompagne d’une production soutenue 

d’intermédiaires métaboliques indispensables à la synthèse protéique, lipidique et d’acides 

nucléiques. Par ailleurs, ceci permet également aux cellules de s’adapter aux changements de 

taux d’oxygène de leur microenvironnement tumoral.  

L’effet Warburg a été proposé comme un événement précoce dans les étapes de tumorigenèse, 

il serait intéressant de noter que nos observations dans le muscle pourraient ainsi servir à la 

découverte de nouveaux mécanismes d’action de GAS6 et AXL dans le domaine de l’oncologie. 

En effet, très peu de choses sont connues dans ce domaine mais des études récentes semblent 

confirmer notre point et le lien étroit entre AXL et la glycolyse. En effet, il a pu être observé que 

l’inhibition d’AXL par shRNA, diminue la glycolyse basale de plusieurs lignées cellulaires 

cancéreuses de l’endomètre (245). Les résultats de cette étude montrent que le traitement 

couplant le paclitaxel avec le AVB-500, une protéine de fusion Fc-sAXL qui lie GAS6 pour 

empêcher sa liaison à AXL endogène et donc l’activation de la voie, entraine une réduction de la 

glycolyse basale et de la production de lactate ainsi qu’une diminution de l’expression 

transcriptionnelle de l’hexokinase et de la phosphofructokinase. Néanmoins, dans cette étude le 

mécanisme moléculaire reste à être élucidé puisque le traitement seul au AVB-500 n’induit pas 

d’effet direct sur la glycolyse et la transcription de ces gènes. Ceci est probablement dû au fait 
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que AXL endogène est surexprimé dans ces cellules cancéreuses et peut être activé 

indépendamment de GAS6. Dans ce contexte, un inhibiteur direct d’AXL (c-à-d R428) pourrait 

être préférable. Une seconde étude, cette fois-ci dans des cellules du cancer de l’ovaire (OvCa) 

surexprimant AXL, a démontré que la diminution de l’expression d’AXL induite par siRNA 

s’accompagne d’une diminution de la consommation de glucose, de production de lactate et 

d’ATP (246). Au niveau mécanistique, il est proposé que AXL promeut la phosphorylation Y105 

de la pyruvate kinase 2. Ainsi, nos résultats et ces études soulignent un tout nouveau rôle 

métabolique d’AXL, à la différence que nous démontrons directement l’implication de GAS6 sur 

cette reprogrammation métabolique sans qu’il n’y ait une dérégulation déjà existante de 

l’expression d’AXL. 

Nous pouvons émettre l’hypothèse que la reprogrammation métabolique induite par GAS6, 

pourrait être un mécanisme de rétrocontrôle positif de sa voie de signalisation. En effet, en 

augmentant la glycolyse et les taux de lactate, GAS6 pourrait induire une régulation de ses 

propres récepteurs. Cette idée vient de l’observation faite que le traitement de cellules 

endothéliales avec du lactate seul (pendant 2h) pouvait induire une activation de la voie PI3K-

AKT dépendante du récepteur AXL (247). De plus, le traitement des cellules endothéliales par le 

lactate semble promouvoir l’expression protéique de GAS6. Il serait alors possible que le GAS6 

produit soit ensuite sécrété et agisse de manière autocrine pour induire l’activation d’AXL afin de 

promouvoir l’angiogenèse (247). Par ailleurs, une autre étude réalisée dans des macrophages 

démontre que l'efferocytose, fonction dans laquelle GAS6 est impliqué, favorise l’augmentation 

de la glycolyse et ainsi l’élévation des niveaux de lactate (248). Les résultats démontrent que le 

lactate entrainerait une augmentation des niveaux du récepteur MERTK à la surface cellulaire qui 

à son tour stimulerait la phagocytose continue des cellules apoptotiques. Dans notre cas, nous 

n’avons effectué que des traitements longs de lactate et il aurait été intéressant d’étudier plus 

en détails les effets sur différents temps (time-course) afin d’observer si une différence dans la 

production ou sécrétion de GAS6 endogène et l’activation des récepteurs TAM, notamment AXL, 

dans les C2C12 avait lieu. 
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Notre étude tente également de faire le lien entre GAS6 et la résistance à l’insuline via 

l’implication du lactate. Plusieurs études cliniques ont pu démontrer des associations entre la 

lactatémie, le lactate intramusculaire et les niveaux glycolytiques des muscles squelettiques avec 

une diminution de la sensibilité à l’insuline (63,64,227,228). Malheureusement, dans notre étude 

menée chez l’humain, le lactate n’a pas été mesuré et donc aucune corrélation entre ce dernier 

et GAS6 ne peut être déterminée. Il est envisageable de penser qu’une association entre ces deux 

paramètres aurait pu exister puisque dans certaines pathologies, comme dans le cas de la 

septicémie où les niveaux de GAS6 sont augmentés, une corrélation positive et significative avec 

les niveaux de lactate circulants est constatée (249). 

Dans notre cas, nous avons pu mettre en évidence que le traitement long de GAS6 induit une 

augmentation des niveaux de lactate sécrétés et qu’une exposition prolongée au lactate altère 

la réponse à l’insuline des cellules musculaires en affectant les niveaux de phosphorylation du RI. 

Une étude a démontré le développement d’une résistance à l'insuline musculaire induite par 

l’infusion prolongée de lactate chez le rat (250). Cependant, ce qui diffère avec nos résultats est 

que le lactate n’affecte pas la capacité de l'insuline à phosphoryler le RI ou les IRS, mais 

diminuerait l’activation de PI3K et AKT et entrainerait une diminution de la glycolyse. Cette 

différence peut s’expliquer par divers facteurs expérimentaux, comme le temps de traitement 

du lactate qui est différent puisqu’il s’agit d’une exposition de 3,5h contre 24h. Par ailleurs, dans 

cette expérience in vivo, le rôle du foie, qui est le principal organe capteur de lactate et qui est 

capable de le métaboliser, n’est pas à sous-estimer. En contradiction, une autre étude démontre 

que le traitement de 24h avec du lactate de cellules primaires du muscle squelettique humain, 

induit un changement de phosphorylation de IRS-1, plus précisément une hyperphosphorylation 

en S636 qui est un marqueur de résistance à l’insuline (251). Par ailleurs, il est possible aussi que 

nos expériences sur cellules puissent reproduire l’effet du lactate sur le microenvironnement. Ce 

dernier pourrait jouer aussi un rôle essentiel dans l’acidification du milieu cellulaire qui 

affecterait la signalisation de l’insuline. En effet, dans des cellules musculaires, un pH faible 

entraine une diminution de la phosphorylation du RI à la suite d’une stimulation à l’insuline (252). 

Ensemble, ceci démontre que le mécanisme d’action du lactate sur la signalisation de l’insuline 

n’est pas encore élucidé mais son rôle est incontestable.  
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Bien entendu, nos résultats sont préliminaires et nécessitent d’être approfondis. Dans le futur, 

un lien entre les chapitres 3 et 4 de cette thèse serait à envisager. Entre autres, il serait nécessaire 

de déterminer si les niveaux de lactate entre des souris Gas6+/+ et Gas6-/- sont différents, et si 

une différence dans les niveaux protéiques des enzymes de la glycolyse existe dans les muscles 

de ces souris. Enfin, il serait important d’investiguer comment le lactate participe 

moléculairement à l’établissement de la résistance à l’insuline comme par exemple, par la 

promotion ou non de l’endocytose du récepteur à l’insuline dans les cellules musculaires.  

Une véritable énigme : la source de GAS6?  

GAS6 est une protéine circulante qui assure une grande diversité de fonctions via les récepteurs 

TAM. Comme nous l’avons vu, sa présence sérique est souvent mesurée comme biomarqueur 

dans le développement de certaines pathologies. Cependant, une question subsiste concernant 

la source principale de sécrétion de GAS6 dans le sang. En effet, plusieurs études ont permis de 

déterminer que GAS6 était exprimé dans une grande variété de cellules comme les macrophages, 

les cellules étoilées hépatiques, les cellules du système neuronal, les cellules musculaires lisses 

vasculaires, ect (253-256). Néanmoins, ces études restent dans un contexte in vitro et ne 

permettent pas de déterminer réellement si ces cellules sont la principale provenance de GAS6 

sécrété dans la circulation et sont à l’origine des fluctuations des taux sanguins.  

Il s’agit d’un défi important à relever et l’une des perspectives intéressantes à investiguer. En 

parallèle des résultats présentés dans cette thèse, nous avons tenté d’aborder ce point. Des 

recherches préalables faites dans le laboratoire et d’autres études publiées, démontrant une 

forte expression transcriptionnelle de Gas6 et des niveaux élevés de GAS6 dans le surnageant 

d’ostéoblastes primaires, suggèrent que les ostéoblastes pourraient être une source importante 

de GAS6 (257,258). Nous avons eu, par la suite, l’opportunité de collaborer avec l’équipe du Dre 

Reagan sur l’un de ses projets utilisant un modèle de souris (OCN-Cre; iDTR) qui exprime le 

récepteur de la toxine diphtérique exclusivement dans les cellules exprimant l’ostéocalcine (259). 

L’ostéocalcine étant majoritairement exprimée dans les ostéoblastes, l’injection de la toxine 

diphtérique entraine ainsi une déplétion sélective de ces cellules.  Après avoir validé le modèle, 

nous avons pu mesurer les niveaux de GAS6 dans les sérums de ces souris. Malheureusement, la
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déplétion des ostéoblastes n’a entrainé aucun changement des niveaux sériques de GAS6 

comparativement aux souris contrôles (données non présentées), suggérant que les ostéoblastes 

ne sont pas à l’origine du GAS6 circulant. Des expériences de délétions spécifiques de GAS6 dans 

différents tissus (Gas6 f/f; Cre) pourraient être à considérer.  

Cependant, de cette question en suspens en découle plusieurs interrogations biologiques : il y a-

t-il une ou plusieurs sources? Comment est régulée la sécrétion de GAS6? L’action de GAS6 est-

elle alors plutôt autocrine ou paracrine dépendamment des tissus qui le sécrètent? Résoudre ces 

questionnements est un enjeu pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents au 

développement de pathologies comme l’insulino-résistance Dans laquelle nous avons démontré 

l’implication de GAS6. Ceci pourrait permettre de mieux appréhender les facteurs impliqués dans 

sa sécrétion mais aussi d’améliorer les traitements déjà en place ou mettre au point de nouvelles 

stratégies thérapeutiques.  

La voie de GAS6 et AXL : une potentielle cible thérapeutique contre l’insulino-résistance?  

Nous avons pu ainsi déterminer que la voie de signalisation de GAS6 et AXL perturbe la réponse 

à l’insuline des cellules musculaires ce qui nous permet d’envisager l’inhibition de cette voie 

comme une nouvelle approche thérapeutique contre l’insulino-résistance musculaire. Par leur 

rôle dans les processus de prolifération et migration cellulaire, et notamment leur implication 

dans la promotion et la progression de plusieurs cancers, GAS6 et AXL ont fait l’objet de 

nombreuses études qui ont permis l’élaboration et la mise au point de plusieurs inhibiteurs 

spécifiques qui sont analysés actuellement au sein d’études précliniques et cliniques. Plusieurs 

stratégies sont ainsi possibles, consistant soit à cibler directement GAS6 ou spécifiquement les 

récepteurs TAM dont AXL.  

Par exemple, pour cibler les effets de GAS6 l’utilisation de la warfarine, antagoniste de la vitamine 

K, pourrait être envisagée pour inhiber la γ-carboxylation de GAS6 nécessaire dans l’activation 

des TAM (185). En effet, il a été démontré que l’emploi de warfarine permettait d’inhiber les 

effets de GAS6 sur la prolifération et migration cellulaire de cellules cancéreuses exprimant AXL 

(260). Néanmoins, l’étendue importante de la famille des protéines dépendantes de la vitamine 
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K et les différentes fonctions dans lesquelles elles sont impliquées comme le système de 

coagulation (i.e. prothrombine, facteurs IX, X, etc.) ou encore le métabolisme osseux (i.e. 

ostéocalcine), n’en fait pas une possibilité de premier choix (261-263). Une autre possibilité pour 

viser plus spécifiquement GAS6 reste les récepteurs AXL solubles qui sont utilisés comme leurre 

(decoy). Grâce à leur forte affinité, ces derniers se lient au GAS6 circulant, lui empêchant ainsi de 

se fixer et d’activer les récepteurs présents sur les cellules cibles. Parmi eux, nous retrouvons le 

AVB-500 (affinité de 150 fM pour GAS6) qui est actuellement en essais cliniques de phase I/II 

pour le traitement de cancers (264).  

Cependant, la majorité des inhibiteurs sont dirigés directement contre AXL, il s’agit notamment 

d’anticorps monoclonaux ou de petites molécules spécifiques inhibitrices de l’activité kinase. À 

ce jour, le R428, également nommé bemcentinib, reste l’inhibiteur pharmacologique d’AXL le 

plus prometteur. Il se trouve dans de nombreux essais cliniques de phase II pour de multiples 

cancers, comme le cancer du poumon non à petites cellules ou le glioblastome (264). Par ailleurs, 

dans notre contexte, comme précédemment cité, il a été démontré que son emploi est bénéfique 

contre la prise de poids des souris nourries sous régime riche en graisses (211).  

Il est intéressant d’envisager également la mise en place de nouvelles technologies plus 

performantes permettant de cibler spécifiquement les cellules d’intérêt exprimant AXL.      

Dans cette perspective, l’étude des mécanismes d’action de GAS6 est indispensable. Ainsi, via 

nos données préliminaires (chapitre 4), nous avons pu mettre en relief un tout nouveau 

mécanisme moléculaire de GAS6 et des TAM, potentiellement via le récepteur AXL, qui 

favoriserait la production et la sécrétion de lactate dans les cellules musculaires. Il pourrait être 

important de prendre en considération ces résultats dans l’élaboration ou le choix des inhibiteurs 

puisque cela indiquerait une acidification du milieu extracellulaire. Récemment, ce point a été 

mis en avant dans l’étude du métabolisme des cellules cancéreuses et la conception d’anticorps 

monoclonaux dits pH-dépendants. En d’autres termes, ces anticorps monoclonaux se lieraient 

uniquement à leur cible lorsque le pH environnant est acide (pH 6,0-6,8) et n’auraient pas d’effet 

dans un contexte physiologique (pH 7,2-7,4) (265). Actuellement, un anticorps anti-AXL pH-

dépendant est en étude, ce dernier est néanmoins couplé à des agents cytotoxiques comme 
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l’auristatin E, afin d’induire la mort des cellules cancéreuses (265-266). Il pourrait être envisagé 

de mettre en place ce même type d’anticorps sans effet cytotoxique.  

Cependant, avant de débuter toutes initiatives chez l’humain, dans le cadre de l’insulino-

résistance et le développement du DT2, des études préliminaires menées chez l’animal sont bien 

entendues indispensables. Pour cela, des souris dont l’obésité et l’insulino-résistance auraient 

été induites par diète riche en graisses pourraient être traitées avec des inhibiteurs spécifiques 

d’AXL (i.e R428 à doses plus faibles que (211) et la caractérisation phénotypique par tests 

métaboliques (GTT, ITT, GSIS) permettraient d’évaluer les effets bénéfiques possibles et le 

potentiel thérapeutique.  
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CONCLUSION 

Pour conclure, les travaux obtenus au cours de mon doctorat, conjuguant données humaines, 

études in vivo chez l’animal, et découvertes de mécanismes moléculaires ont permis de mettre 

en lumière un tout nouveau rôle de GAS6 et AXL dans la régulation de l’homéostasie glucidique.  

Ma thèse a permis d’explorer, pour la toute première fois dans une cohorte canadienne, 

l’association entre les niveaux circulants de GAS6 et les facteurs de risque du DT2. Il a pu être 

ainsi démontré que GAS6 corrélait avec une altération de la clairance glucidique. Cette étude 

ouvre potentiellement la voie vers l’utilisation du dosage du GAS6 sanguin comme biomarqueur 

de l’intolérance au glucose chez des patientes post-ménopausées en surpoids et obèses. Ceci 

pourrait permettre leur prise en charge avant toute aggravation pouvant conduire au 

développement du DT2.  

Par la suite, il était indispensable de déterminer si GAS6 était impliqué directement dans 

l’établissement de désordres métaboliques. La caractérisation phénotypique de souris 

déficientes ou à l’inverse transgéniques pour GAS6 a ainsi pu affirmer le rôle central de ce dernier 

dans l’altération de la sensibilité à l’insuline et de l’homéostasie glucidique. Ces travaux de 

recherche ont permis d’élucider des mécanismes moléculaires par lesquels GAS6 agit. Ainsi, nous 

avons révélé que GAS6, via son récepteur AXL, affecte la réponse à l'insuline dans les cellules 

musculaires en inhibant les niveaux de phosphorylation et donc d’activation du récepteur à 

l'insuline (RI) et d’AKT. Nous avons constaté que AXL interagit avec le RI et induit son 

internalisation en présence d'insuline. De plus, ces travaux révèlent que GAS6 altère le 

métabolisme des cellules musculaires en augmentant leur capacité glycolytique et l'expression 

des enzymes de la glycolyse. Ces changements entrainent une élévation des niveaux de lactate, 

pouvant également induire un dysfonctionnement de la réponse à l’insuline. 

Ces travaux de recherche permettent ainsi de mieux comprendre le fonctionnement de GAS6 et 

AXL dans le métabolisme et de considérer l’inhibition de cette voie comme potentielle stratégie 

thérapeutique pour améliorer la sensibilité à l’insuline dans le cas de prédiabète et lutter contre 

le développement du DT2. 
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Les figures de l’introduction de cette thèse ont été réalisées par l’étudiante. 
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