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1. Le trafic intracellulaire d’HYAL1 
 

1.1. La localisation subcellulaire d’HYAL1 

La première partie de ce travail de recherche avait pour but de répondre à la question non résolue de 

la localisation subcellulaire de l’enzyme HYAL1. En effet, bien que plusieurs indices pointaient vers une 

localisation lysosomale pour cette protéine, tels que son optimum d’activité à pH acide [Frost et al., 

1997] et l’accumulation d’HA dans des structures ressemblant à des lysosomes dans les macrophages 

de patients déficients pour HYAL1 [Natowicz et al., 1996a; Imundo et al., 2011], d’autres observations 

remettaient en question cette hypothèse. Parmi celles-ci, une étude de la localisation subcellulaire de 

l’enzyme dans le foie de souris qui avait révélé la présence d’HYAL1 dans les endosomes mais pas dans 

les lysosomes [Gasingirwa et al., 2010]. De plus, contrairement à la très grande majorité des hydrolases 

acides, il avait été suggéré qu’HYAL1 n’est pas porteuse de signaux d’adressage vers les lysosomes de 

type mannose 6-phosphate (Man-6-P) [Natowicz and Wang, 1996b; Fiszer-Szafarz et al., 2005; Sleat et 

al., 2005; Sleat et al., 2006].  

Afin d’élucider les mécanismes en charge du catabolisme de l’HA et ensuite déterminer leur implication 

dans la régulation des fonctions physiologiques de l’HA, souvent dépendantes de sa taille, nous avons 

jugé important d’investiguer la localisation subcellulaire d’HYAL1. Dans cette optique, nous avons 

analysé le profil de distribution d’HYAL1 entre les différentes fractions subcellulaires qui sont obtenues 

lorsqu’un homogénat de macrophages ou de foie de souris est soumis à un protocole de 

fractionnement qui combine la centrifugation différentielle et la centrifugation dans un gradient de 

densité. Nous avons aussi suivi l’endocytose d’une forme recombinante d’HYAL1 par les macrophages. 

Ces analyses ont révélé que, dans ces cellules et tissus, HYAL1 est présente sous deux formes qui 

possèdent des localisations différentes. La forme précurseur est vraisemblablement localisée dans les 

compartiments biosynthétiques ainsi que dans le début de la voie endocytaire, tandis que la forme 

mature issue d’un clivage protéolytique s’accumule dans les lysosomes. Cette conclusion a été 

renforcée par la démonstration que le profil de distribution de la forme mature d’HYAL1 dans un 

gradient de densité est déplacé vers une zone de plus faible densité, tout comme les hydrolases acides 

lysosomales, lorsqu’une surcharge lysosomale est provoquée. Cette dernière a été induite par une 

accumulation de saccharose endocyté dans les macrophages ou par une accumulation de lipides 

causée par une injection de Triton WR1339 chez les souris. Des résultats semblables ont été obtenus 

dans les ostéoclastes, indiquant que la maturation et la localisation d’HYAL1 sont similaires dans les 

macrophages et ostéoclastes ainsi que dans le foie, ou du moins dans les cellules non-

parenchymateuses de ce tissu où l’enzyme est majoritairement retrouvée. En 1965, Aronson et 

Davidson avaient déjà montré que les lysosomes du foie de rat étaient dotés d'une activité 

hyaluronidasique [Aronson and Davidson, 1965]. Détectée grâce à un test de Reissig peu spécifique, 

l’enzyme responsable de cette activité d'hydrolyse de l’HA n’avait cependant pas pu être identifiée. 

Aujourd’hui, sur base de nos analyses par fractionnement subcellulaire, nous pouvons affirmer 
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qu’environ 80 % de l’activité hyaluronidasique détectée dans les fractions subcellulaires de foie 

enrichies en lysosomes par un test de Reissig peut être attribuée à HYAL1. Par ailleurs, les résultats 

obtenus dans le cadre de notre étude confortent le modèle selon lequel les vacuoles dans lesquelles 

le matériel non dégradé, probablement de l’HA, s’accumule chez les patients déficients pour HYAL1 

correspondent à des lysosomes [Natowicz et al., 1996a; Imundo et al., 2011]. Récemment, la présence 

d’HYAL1 a aussi été renseignée dans les lysosomes de cellules cancéreuses prostatiques par l’équipe 

de Mélanie Simpson qui a utilisé des méthodes de microscopie à fluorescence [McAtee et al., 2015].  

Pourquoi HYAL1 était-elle alors uniquement détectée dans les endosomes dans l’étude antérieure de 

Gasingirwa et al. [Gasingirwa et al., 2010] ? Il se trouve que, dans ce travail, l’activité d’HYAL1 avait été 

détectée par des zymographies caractérisées par la dénaturation d’HYAL1 lors de sa migration dans un 

gel contenant du SDS, suivie d’une étape de renaturation de la protéine. Hors, nous avons remarqué 

lors de nos études avec des cellules et tissus d’origine murine que seule la forme précurseur d’HYAL1 

peut être révélée par cette technique, l’activité de la forme mature n’apparaissant pas après 

dénaturation dans le gel. En utilisant une zymographie réalisée en condition native, c’est-à-dire en 

absence de SDS dans le gel, il est néanmoins possible de mettre en évidence l’activité de la forme 

mature d’HYAL1, ce qui a permis de démontrer de façon non équivoque sa présence dans les 

lysosomes. 

L’absence de détection de l’activité de la forme mature d’HYAL1 suite à un cycle de dénaturation - 

renaturation au cours d’une zymographie pourrait avoir plusieurs explications. Sur base de nos 

résultats et de la littérature, trois hypothèses ont été émises.  

o Premièrement, la forme mature d’HYAL1 pourrait présenter des difficultés à reprendre sa 

conformation initiale lors de l’étape de renaturation en raison de la réduction dans les 

lysosomes des ponts disulfures que cette protéine contient. En effet, il a été rapporté que 

l’activité du précurseur d’HYAL1, telle que détectée dans un gel de zymographie avec SDS, 

disparaît lorsque l’échantillon est préparé en présence de dithiothréitol (DTT), un agent qui 

réduit les ponts disulfures [Zhang et al., 2009]. En revanche, le dithiothréitol n’a pas d’effet 

inhibiteur sur l’activité d’HYAL1 lorsque celle-ci est analysée par zymographie en condition 

native, sans SDS. Ces résultats suggèrent que les ponts disulfures ne sont pas nécessaires à 

l’activité d’HYAL1 lorsque celle-ci a acquis sa conformation finale. Les ponts disulfures seraient 

néanmoins requis pour le reploiement correct de la protéine dénaturée dans le gel contenant 

du SDS. Couplés à la découverte d’une thiol-réductase appelée GILT (Gamma-Interferon-

inducible Lysosomal Thiol reductase) dans les lysosomes [Arunachalam et al., 2000], ces 

éléments suggèrent que la forme mature lysosomale d’HYAL1 pourrait avoir perdu ses ponts 

disulfures. Ceci expliquerait l’incapacité de la forme mature à se renaturer et à dégrader l’HA 

lors de la zymographie avec SDS. Au contraire, la forme précurseur présente dans les 

compartiments biosynthétiques et endosomes ne serait pas encore entrée en contact avec 

GILT et pourrait, par conséquent, se renaturer.  
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o La deuxième hypothèse qui pourrait expliquer l’absence d’activité de la forme mature d’HYAL1 

dans la zymographie avec SDS est liée à la découverte que cette forme résulte d’un clivage 

endo-protéolytique. Ce dernier génèrerait deux fragments peptidiques dont l’association 

serait nécessaire à l’activité d’HYAL1 puisque sa partie C-terminale est indispensable à la 

dégradation de l’HA [Csόka et al., 1997; Zhang et al., 2009]. Au cours de l’électrophorèse en 

présence de SDS, si les deux fragments sont initialement associés par des interactions non 

covalentes, ils pourraient être séparés l’un de l’autre, expliquant ainsi la perte d’activité de la 

forme mature après dénaturation - renaturation. L’activité de la forme mature serait 

détectable en condition native puisque les deux fragments resteraient assemblés au cours de 

l’électrophorèse.  

o Troisièmement, pour exercer son activité, la forme mature d’HYAL1 pourrait devenir 

dépendante de la présence d’un ou plusieurs partenaire(s) dont elle serait dissociée pendant 

la migration électrophorétique en présence de SDS. Selon cette hypothèse, les deux formes 

d’HYAL1 présenteraient une activité en absence de SDS puisque les interactions non 

covalentes sont préservées en condition native.  

Nous concluons de nos analyses que la zymographie native est l’outil à privilégier pour distinguer 

l’activité du précurseur d’HYAL1 murin et celle de sa forme mature, sans sous-estimer l’activité de 

cette dernière. Il est à noter cependant que les formes précurseur et mature de l’HYAL1 humaine ne 

se séparent pas aussi bien dans un gel natif que les formes murines. Il est probable que cela s’explique 

par les différences de composition en acides aminés (73 % d’identité entre les deux espèces) et/ou par 

des associations avec des partenaires différents. Nos résultats suggèrent également que le fragment 

éliminé lors de la maturation protéolytique d’HYAL1 murine est de plus petite taille en comparaison 

avec la protéine humaine. En effet, une différence de 12 kDa a été identifiée entre les formes 

précurseurs et matures d’HYAL1 humaine alors que le clivage de la protéine murine élimine un 

fragment d’environ 7 - 8 kDa (Fig 12) [Csόka et al., 1997]. Dans les deux cas, nous avons observé que 

le clivage est inhibé par la leupeptine, un inhibiteur de protéases à sérine, thréonine et cystéine. Il 

reste cependant à déterminer quelle(s) enzyme(s) de ces familles est/sont responsable(s) du clivage, 

et si la/les même(s) enzyme(s) est/sont en charge du clivage des formes humaine et murine. Précisons 

aussi que, contrairement à HYAL1 murine, la forme humaine de l’enzyme présente une activité 

détectable lors des zymographies qui incluent une étape de dénaturation - renaturation des protéines. 

Nos résultats suggèrent cependant que cette activité est sous-estimée, probablement pour des raisons 

similaires à celles développées ci-dessus. Cette différence dans la détection de l’activité des formes 

humaine et murine d’HYAL1 pourrait être due aux variations dans leur composition en acides aminés.  
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1.2. Transport de l’enzyme HYAL1 vers les lysosomes 

Malgré la démonstration de la localisation lysosomale d’HYAL1, cette dernière apparaît comme une 

hydrolase acide lysosomale atypique, notamment en raison de son transport intracellulaire. En effet, 

contrairement à la majorité des hydrolases lysosomales, son ciblage n'est pas basé sur la 

reconnaissance du Man-6-P comme signal d'adressage vers le lysosome. L’existence d’un mode de 

transport alternatif a été suggérée par l’absence d’augmentation de la concentration plasmatique 

d’HYAL1 chez les patients atteints de mucolipidose de type II ou III [Fiszer-Szafarz et al., 2005; Natowicz 

and Wang, 1996b]. Ces derniers souffrent d’une déficience en NAcGln-1-phosphotransférase, l’enzyme 

responsable de la première étape de l’ajout du Man-6-P sur les hydrolases acides. En conséquence, 

ces patients présentent des concentrations plasmatiques anormalement élevées d’hydrolases acides 

puisque leurs précurseurs n'acquièrent pas le motif Man-6-P qui doit permettre leur adressage vers le 

lysosome. Elles sont alors, par défaut, sécrétées dans le milieu extracellulaire. D’autre part, HYAL1 n’a 

jamais pu être identifiée dans le protéome des hydrolases acides portant le signal Man-6-P [Sleat et 

al., 2005; Sleat et al., 2006]. Nos travaux ont démontré qu’HYAL1 n’utilisait pas, ou n'utilisait que très 

peu, la voie canonique d’adressage vers les lysosomes dépendante du signal Man-6-P. En effet, nous 

n’avons pas détecté d’accumulation d’HYAL1 dans la circulation sanguine des souris déficientes pour 

la NAcGln-1-phosphotransférase, une observation qui corrobore celles, rapportées plus haut, réalisées 

chez les patients atteints de mucolipidose de type II ou III. Nos conclusions ont été renforcées, de 

manière plus directe, par la démonstration que nous avons faite de l’absence de signal Man-6-P sur les 

chaînes oligosaccharidiques d’HYAL1, par une technique de chromatographie d’affinité basée sur 

l’utilisation d’une matrice porteuse du fragment soluble du récepteur du Man-6-P. 

HYAL1 n’utilisant pas la voie canonique du Man-6-P pour être dirigée vers les lysosomes, quel est le 

mécanisme impliqué dans son transport vers cet organite ? Pour répondre à cette question, nous 

avons étudié le trafic intracellulaire d’HYAL1 dans les macrophages. Nos résultats nous ont permis de 

décrire la voie de transport d'HYAL1 (Fig 23). Cette voie implique sa sécrétion constitutive dans le 

milieu extracellulaire sous une forme précurseur non clivée, comme suggéré par les traitements avec 

des endoglycosidases que nous avons réalisés. Le précurseur exposant des chaînes oligosaccharidiques 

de type haut-mannose, HYAL1 interagit ensuite avec le récepteur au mannose (MRC1) présent en 

surface cellulaire avant d’être endocyté et transporté jusqu’aux lysosomes. En effet, l’ajout de 

mannan, un ligand du récepteur au mannose, dans le milieu de culture des macrophages inhibe 

l’endocytose d’HYAL1 par ces cellules. Le récepteur au mannose est un récepteur exprimé par les 

macrophages, les cellules dendritiques, endothéliales et lymphatiques mais également par des cellules 

spécialisées telles que les cellules mésengiales ou les cellules musculaires lisses de la trachée. Il a la 

particularité de posséder un domaine de liaison aux hydrates de carbone sulfatés ainsi que plusieurs 

sites d’interaction avec des chaînes oligosaccharidiques se terminant par des unités mannose, fucose 

ou NAcGln [Martinez-Pomares, 2012]. L'implication de ce récepteur au mannose dans l’internalisation 

d’hydrolases acides circulantes par les cellules sinusoïdales du foie a été rapportée par plusieurs études 

[Hubbard et al., 1979; Lennartz et al., 1987; Taylor et al., 1990]. Dans des souris déficientes pour ce 



 

 

149 

récepteur, l’activité enzymatique de nombreuses hydrolases acides lysosomales dans les cellules 

sinusoïdales du foie est d’ailleurs fortement amoindrie. Ces observations indiquent clairement que ces 

cellules dépendent largement du récepteur au mannose pour acquérir les enzymes nécessaires à la 

dégradation lysosomale des macromolécules [Elvevold, Simon-Santamaria et al., 2008]. Puisque nos 

résultats suggèrent qu’un mécanisme similaire se met en place pour HYAL1, il serait intéressant 

d’étudier le trafic intracellulaire de l’hyaluronidase dans des souris déficientes pour ce récepteur. Dans 

ce modèle, nous pourrions également analyser la clairance de l’HA dans le foie, le principal organe 

impliqué dans la dégradation de l’HA circulant [Jadin et al., 2012].  

 

 

Figure 23: Illustration schématique du trafic d’HYAL1 dans les macrophages murins. L’ensemble de nos résultats 

suggèrent qu’HYAL1 est synthétisée sous la forme d’un précurseur qui est glycosylé dans le réticulum 

endoplasmique. La protéine est ensuite envoyée vers l’appareil de Golgi où une partie des chaînes 

oligosaccharidiques N-liées portées par HYAL1 deviennent de type complexe. L’enzyme est ensuite sécrétée 

constitutivement dans le milieu extracellulaire avant d’être ré-internalisée par le récepteur au mannose. HYAL1 

endocytée pourrait également provenir du sérum qui contient de grandes quantités de la protéine. Précisons 

qu’une fraction minoritaire d’HYAL1 semble porteuse de Man-6-P, indiquant que quelques molécules d’HYAL1 

pourraient également être acheminées vers les endosomes par un transport dépendant du Man-6-P. Au cours 

de son transport endosomal, HYAL1 subit un clivage protéolytique qui donne naissance à une forme mature qui 

s’accumule dans les lysosomes. Il est à noter que les deux formes d’HYAL1, précurseur et mature, présentent 

une activité de dégradation de l’HA.    

 

La voie de transport d’HYAL1 que nous avons décrite ne peut cependant pas expliquer l'adressage de 

la protéine dans tous les types de cellules. En effet, nous avons notamment observé que l’expression 

du récepteur au mannose est fortement diminuée au cours de la différenciation de macrophages en 

ostéoclastes. A l’instar des macrophages, la forme mature d’HYAL1 a pourtant été localisée dans les 

lysosomes des ostéoclastes. La sécrétion suivie de la ré-internalisation par le récepteur au mannose 

ne semble donc pas jouer un rôle majeur dans le ciblage d’HYAL1 vers les lysosomes dans les 
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ostéoclastes. Par ailleurs, le taux global d’endocytose d’HYAL1 par les ostéoclastes est aussi diminué 

par rapport aux cellules précurseurs ce qui semble favoriser l’accumulation extracellulaire d’HYAL1. 

Nous proposons par conséquent que, dans les ostéoclastes, HYAL1 pourrait être acheminée par une 

voie de transport entièrement intracellulaire, qui l’amènerait directement vers les endosomes et les 

lysosomes, depuis l’appareil de Golgi. Sachant qu’HYAL1 n'est pas un ligand des récepteurs du Man-6-

P, il est possible que cette enzyme soit prise en charge par un récepteur de transport alternatif, comme 

cela a été montré pour plusieurs autres enzymes lysosomales. La protéine LIMP2 est un exemple de 

récepteur alternatif capable de transporter vers les lysosomes la β-glucocérébrosidase qui, comme 

HYAL1, est une hydrolase acide très peu porteuse de Man-6-P [Reczek et al., 2007]. Une autre 

possibilité serait que le transport d’HYAL1 vers les lysosomes soit « passif » et dépende de son 

interaction avec une autre protéine soluble lysosomale (« piggy-backing »). Le signal d’adressage 

lysosomal porté par l’autre protéine serait suffisant pour qu’elle-même et son partenaire HYAL1 soient 

transportés conjointement vers les lysosomes. Ce mécanisme de transport a été mis en évidence dans 

l'acheminement de protéines vers les granules de sécrétion, des organites dont les formes 

intermédiaires immatures sont acides et considérées comme proches des lysosomes de sécrétion 

[Blott and Griffiths, 2002]. Il a par exemple été rapporté que la chromogranine A serait capable 

d’emmener avec elle la pro-hormone pro-opiomélanocortine vers ces granules [Montero-Hadjadje, 

Elias et al., 2009; Koshimizu et al., 2010].  Des travaux supplémentaires seraient nécessaires pour tester 

l’hypothèse d’un trafic intracellulaire d’HYAL1 par liaison à un récepteur alternatif aux récepteurs du 

Man-6-P, ou par association à une autre protéine soluble lysosomale. Une recherche de partenaires 

d’interaction d’HYAL1 pourrait constituer un point de départ intéressant.  

 

 

1.3. Localisation non lysosomale d’HYAL1 

Nos travaux les plus récents ont montré, de manière intéressante, qu’HYAL1 n’est pas toujours 

localisée dans les lysosomes. En effet, HYAL1 n’a pas pu être détectée dans les lysosomes des cellules 

cancéreuses mammaires HCC1143 et BT-549. Précisons qu’au contraire, ces travaux ont révélé que 

l’enzyme est capable de rejoindre les lysosomes d’autres lignées cancéreuses mammaires à savoir les 

cellules T47D, MCF-7 et ZR-75-1. Des résultats préliminaires suggèrent que l’absence d’HYAL1 dans les 

lysosomes ne s’expliquerait pas par une sécrétion massive de l’enzyme puisque les quantités détectées 

d’HYAL1 dans les milieux conditionnés de ces cellules restent limitées (communication personnelle de 

Marielle Boonen). L’HYAL1 présente dans les lignées HCC1143 et BT-549 resterait-elle dans les 

compartiments biosynthétiques ? C’est une possibilité qui mériterait d’être investiguée dans le futur.  

Notons que chez l’homme, HYAL1 est une enzyme très abondante dans le sérum, et qu’elle y réside 

sous sa forme précurseur. Ceci suggère, en accord avec nos observations dans les macrophages et 

ostéoclastes, que certaines cellules sont capables de sécréter HYAL1 vers le milieu extracellulaire par 

le biais de la voie de la sécrétion constitutive. Cette voie correspond à une sécrétion directement à 
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partir de l’appareil de Golgi, sans passage préalable par les endosomes ou les lysosomes où il est 

probable que la forme précurseur eût été transformée en forme mature. Par le passé, une sécrétion 

d’HYAL1, probablement par la voie constitutive, a également été mise en évidence à partir de 

fibroblastes humains [Stair-Nawy et al., 1999]. Une hypothèse intéressante que nous pouvons émettre 

est la suivante : une grande partie des molécules d’HYAL1 sériques pourraient provenir d’une sécrétion 

de l’enzyme par le foie, en particulier à partir des hépatocytes. En effet, une analyse de dix échantillons 

de foies humains révèle qu’entre 50 et 85 % de l’ARNm total d’HYAL1 détecté dans le foie est exprimé 

par les hépatocytes (données obtenues à partir du « Human Protein Atlas »). La signification biologique 

de l’abondance d’HYAL1 dans le sérum est difficile à cerner si nous considérons que cet environnement 

présente un pH neutre et que l’enzyme y est donc probablement très peu active. Le sérum servirait-il 

de réservoir d’HYAL1 pour les cellules capables de l’endocyter ? Comme nous l’avons mentionné 

précédemment, certaines hydrolases acides présentes dans le sérum sont endocytées par les cellules 

endothéliales du foie grâce au récepteur au mannose, et transportées jusqu’aux lysosomes. Les 

concentrations d’arylsulfatase et de cathepsine D sont par exemple respectivement diminuées de 20 

et 30 fois dans les cellules endothéliales hépatiques de souris déficientes pour le récepteur au mannose 

[Elvevold, Simon-Santamaria et al., 2008]. En accord avec notre démonstration de la présence d’HYAL1 

dans les lysosomes du foie, nous pensons que la forme circulante d’HYAL1 pourrait être transportée 

jusqu’aux lysosomes, en particulier dans les cellules endothéliales du foie, grâce au récepteur au 

mannose [De Salegui and Pigman, 1967]. L’HYAL1 résidant dans les lysosomes des cellules 

endothéliales hépatiques pourrait, par conséquent, être issue de l’endocytose du stock de 

l’hyaluronidase présent dans le sérum mais également d’une sécrétion par les cellules environnantes 

étant donné le niveau d’expression élevé d’HYAL1 dans le foie (Fig 24) [Csόka et al., 1999]. 
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Figure 24: Représentation schématique du trafic d’HYAL1 et de la clairance de l’acide hyaluronique dans le 

foie. HYAL1 étant majoritairement exprimée par les hépatocytes dans le foie, nous émettons l’hypothèse que 

l’enzyme est sécrétée constitutivement dans le milieu extracellulaire par ces cellules sous une forme précurseur. 

Ensuite, HYAL1 sécrétée peut soit rejoindre le sérum où elle est présente en grande quantité soit être internalisée 

par les cellules non parenchymateuses. Il a en effet été démontré par notre laboratoire que ces cellules sont 

capables d’endocyter des quantités élevées d’HYAL1 [Gasingirwa et al., 2010]. Parmi les cellules non 

parenchymateuses, le type cellulaire principalement responsable de l’internalisation d’HYAL1 correspond 

probablement aux cellules endothéliales sinusoïdales. Ces dernières sont connues pour exprimer le récepteur au 

mannose qui permettrait d’endocyter HYAL1 jusqu’aux lysosomes. Rapidement après son endocytose, HYAL1 

subit un clivage protéolytique et donne naissance à une forme mature qui, comme le précurseur, est active. Le 

foie étant connu pour être le principal organe impliqué dans la clairance de l’HA circulant, ce mécanisme joue 

probablement un rôle important dans la dégradation de l’HA présent dans le sérum. Il a en effet été établi que 

l’HA circulant est majoritairement internalisé par les cellules endothéliales sinusoïdales qui expriment le 

récepteur HARE et/ou LYVE-1. Il est dès lors envisageable que la dégradation de l’HA débute dans la voie 

d’endocytose grâce à l’action d’HYAL2 et d’HYAL1, elle-même endocytée par le récepteur au mannose, et se 

poursuive dans les lysosomes.     

 

 

1.4. Contribution au modèle du catabolisme de l’acide hyaluronique  

Considérées dans leur ensemble, les données obtenues au cours de notre travail permettent 

d’apporter de nouveaux éléments au modèle de dégradation de l’HA proposé par Robert Stern en 2003 

et par l’équipe d’Eli Gilad l'année suivante [Stern, 2003; Bourguignon et al., 2004]. Selon ce modèle, le 

catabolisme de l’HA débuterait par sa liaison avec le récepteur CD44 et avec HYAL2 au niveau de 

cavéoles enrichies en NHE-1, un antiport Na+/H+. Ce dernier génèrerait un microenvironnement 

légèrement acide à l’intérieur des cavéoles, ce qui permettrait à HYAL2 de cliver l’HA en fragments de 
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taille intermédiaire jusqu’à environ 20 kDa, qui seraient ensuite endocytés par la cellule. La 

dégradation de ces fragments se poursuivrait dans les lysosomes jusqu’à l’obtention de tétra- et 

hexasaccharides grâce à l’action d’HYAL1 qui serait aidée dans cette tâche par la β-hexosaminidase et 

la β-glucuronidase, deux enzymes respectivement capables d’éliminer les unités NAcGln et acide 

glucuronique qui composent l’HA.  

L’existence d’un mécanisme de sécrétion suivie d’une internalisation d’HYAL1, que nous avons 

démontré dans notre travail, avait déjà été évoquée en 2007. Il avait en effet été observé que l’ajout 

d’HYAL1 dans le milieu de culture de cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293) semblait 

suffisante pour augmenter la dégradation intracellulaire d’HA, lui-même endocyté [Harada and 

Takahashi, 2007]. Peu de temps après la publication de nos travaux dans le journal « Traffic » en 2014, 

l’équipe de Mélanie Simpson a confirmé qu’HYAL1 pouvait être sécrétée de façon constitutive avant 

d’être internalisée par les cellules cancéreuses prostatiques [McAtee et al., 2015]. De nouveaux 

éléments ont également été apportés par cette étude qui a notamment suggéré que l’endocytose de 

l’HA puisse dépendre de l’activité d’HYAL1. Il a en effet été montré que, contrairement à un mutant 

inactif d’HYAL1, la forme active de la protéine était capable de stimuler l’endocytose de l’HA, retrouvé 

ensuite co-localisé avec l’hyaluronidase dans des vésicules intracellulaires. Nos résultats sont en accord 

avec un modèle impliquant HYAL1 dans le clivage de l’HA prenant place dans le système 

endosomal/lysosomal. Nos travaux démontrent en outre qu'HYAL1 est déjà active sous sa forme 

précurseur et que, par conséquent, la dégradation de l’HA dans les cellules est vraisemblablement 

initiée dès l’arrivée du couple HYAL1 / HA dans la voie endocytaire, et éventuellement déjà au niveau 

des cavéoles. Il est intéressant de noter qu’HYAL1 a également été mise en évidence dans les 

endosomes de recyclage qui transportent du matériel des endosomes précoces vers la membrane 

plasmique [McAtee et al., 2015]. Il est donc possible qu'une fois les endosomes précoces atteints, l’HA 

endocyté puisse suivre deux voies différentes. Soit il poursuit la voie endocytaire vers un catabolisme 

complet dans les lysosomes, soit il est excrété dans le milieu extracellulaire, via des endosomes de 

recyclage, sous une forme partiellement dégradée par HYAL1 et/ou HYAL2.   

Bien qu’il ait été montré que le CD44 est un récepteur majeur de l’HA [Harada and Takahashi, 2007], 

d’autres récepteurs interviennent dans la liaison à l’HA en fonction du type cellulaire. Par exemple, le 

récepteur HARE, connu pour être impliqué dans la clairance de l’HA, est exprimé par les cellules 

endothéliales hépatiques, des cellules qui jouent probablement un rôle prépondérant dans la 

dégradation de l’HA circulant [Jadin et al., 2012]. En regard de l’expression du récepteur au mannose 

dans ces cellules, nous pouvons postuler que l’HA circulant est internalisé par le récepteur HARE, et 

éventuellement LYVE-1, dans les cellules endothéliales hépatiques. L’HA serait ensuite dégradé dans 

les endosomes et les lysosomes notamment grâce à l’action d’HYAL1, elle-même endocytée par le 

récepteur au mannose à partir du milieu environnant (Fig 24). Ce modèle est cohérent avec 

l’accumulation très importante de l’HA dans le foie des souris déficientes pour HYAL1, et plus 

particulièrement dans les cellules sinusoïdales hépatiques [Bourguignon and Flamion, 2016]. Par 

ailleurs, l’analyse des souris déficientes pour HYAL2 suggère que cette hyaluronidase peut également 
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jouer un rôle dans l’endocytose de l’HA circulant dans ces cellules [Bourguignon and Flamion, 2016]. 

Notons qu’il est probable qu’un mécanisme similaire se mette en place au niveau des cellules 

endothéliales de la rate et des ganglions lymphatiques qui expriment le récepteur au mannose ainsi 

que les récepteurs de l’HA HARE et/ou LYVE-1 [Linehan et al., 1999; Jadin et al., 2012].    

Ce schéma du catabolisme de l’HA n’est cependant probablement pas applicable à tous les tissus. Par 

exemple, dans les ostéoclastes, seule l’expression des récepteurs CD44 et TLR4 a été renseignée 

jusqu’à présent et leurs rôles dans l’adhésion, la migration ou la différenciation de ces cellules ont été 

rapportés [Nakamura et al., 1995; Itoh et al., 2003; Ariyoshi et al., 2005; Chang et al., 2007; Chabadel 

et al., 2007]. Il pourrait être intéressant dans le futur d’étudier l’expression des récepteurs de l’HA, 

HARE ou LYVE-1, dans les ostéoclastes ainsi que leur fonction potentielle dans l’endocytose de l’HA par 

ces cellules. La mise en place, dans les ostéoclastes, du modèle du catabolisme de l’HA décrit ci-dessus 

est également peu probable en raison de l’expression amoindrie du récepteur au mannose dans les 

ostéoclastes en comparaison avec les macrophages. Il est intéressant de noter que l’internalisation 

d’HYAL1, qui est sécrétée par les ostéoclastes sous une forme précurseur et une forme mature 

respectivement par la voie constitutive et par exocytose du contenu des lysosomes de sécrétion, est 

diminuée au cours de l’ostéoclastogenèse. Par conséquent, les ostéoclastes semblent favoriser 

l’accumulation extracellulaire d’HYAL1, éventuellement au niveau de la lacune de résorption où HYAL1 

pourrait exercer son activité en raison de l’environnement acidifié de cette zone (Fig 25). Il pourrait 

également être envisagé qu’HYAL1, et éventuellement son substrat, subisse une transcytose à travers 

les ostéoclastes et soit sécrétée au niveau baso-latéral comme cela a été décrit pour la cathepsine K et 

TRAP [Vääräniemi et al., 2004]. A l’instar des facteurs de croissance présents dans la matrice osseuse, 

HYAL1 et/ou les fragments d’HA pourraient ainsi influencer le fonctionnement des ostéoclastes mais 

aussi d’autres types de cellules avoisinantes. Nous ne pouvons toutefois pas exclure qu’HYAL1 soit 

directement sécrétée au niveau baso-latéral par les ostéoclastes, et éventuellement ré-internalisée 

par d’autres cellules.   
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Figure 25: Illustration du trafic intracellulaire d’HYAL1 dans les ostéoclastes murins. Dans ces cellules, nous 

avons observé qu’HYAL1 est sécrétée sous forme d’un précurseur par la voie constitutive. Contrairement aux 

macrophages, HYAL1 est également présente dans le milieu extracellulaire sous une forme mature, 

probablement par exocytose du contenu des lysosomes de sécrétion. Le niveau d’endocytose d’HYAL1 étant 

diminué dans les ostéoclastes en comparaison avec les macrophages, HYAL1 semble être dirigée vers ces 

lysosomes de sécrétion par un mécanisme intracellulaire. Il n’est pas à exclure qu’HYAL1 soit également présente 

dans les lysosomes conventionnels. Lors de la polarisation de l’ostéoclaste sur l’os, la sécrétion d’HYAL1 pourrait 

être dirigée vers la lacune de résorption lors de l’exocytose régulée des lysosomes de sécrétion. Le pH acide de 

la lacune permettrait alors la mise en place de son activité.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

156 

2. Expression d’HYAL1 dans les ostéoclastes 
 

Un de nos objectifs majeurs était d’investiguer l’expression d’HYAL1 dans les ostéoclastes murins. En 

1965, une activité de dégradation de l’HA avait été détectée dans des homogénats de calvaria de rats, 

des structures qui comprennent les os de la voûte crânienne [Vaes and Jacques, 1965]. A l’époque, ni 

les enzymes responsables de cette activité, ni les cellules produisant ces dernières n’avaient pu être 

identifiées. Depuis lors, la présence d’une hyaluronidase dans le tissu osseux n’a plus jamais été 

étudiée en-dehors d’un article paru en 2006 montrant que les ostéoblastes expriment HYAL2, HYAL3 

et HYAL4 mais pas HYAL1 [Adams et al., 2006]. A notre connaissance, notre étude est donc la première 

à décrire une expression importante d’HYAL1 dans les ostéoclastes par rapport à leurs cellules 

précurseurs. Rappelons que ces dernières sont les cellules dans lesquelles nous avions précédemment 

étudié la synthèse, le transport et la maturation de l’enzyme endogène. L’augmentation du niveau 

protéique d’HYAL1 d’environ 25 fois dans les ostéoclastes par rapport aux macrophages semble donc 

d’autant plus significative que les cellules précurseurs sont connues pour exprimer l’enzyme. L’activité 

responsable du catabolisme de l’HA mise en évidence dans le tissu osseux en 1965 peut, au moins en 

partie, s’expliquer par l’expression d’HYAL1 dans les ostéoclastes. En effet, l’activité hyaluronidasique 

avait été détectée par la technique de Reissig dont environ 80 % du signal obtenu peut être attribué à 

HYAL1 dans le foie de souris. En outre, la seule étude à avoir investigué la présence d’HYAL1 dans les 

ostéoblastes n’a pas pu mettre en évidence d’expression de son ARNm dans la lignée ostéoblastique 

MG63 [Adams et al., 2006]. Bien que ces résultats suggèrent que les ostéoclastes sont les cellules 

majoritairement responsables de la production de l’enzyme par le tissu osseux, une des perspectives 

de ce travail pourrait être d’analyser l’expression d’HYAL1 dans des ostéoblastes primaires afin de 

confirmer ou non les résultats obtenus par cette étude publiée en 2006. Nous ne pouvons pas non plus 

exclure qu’HYAL1 soit produit par les ostéocytes, des cellules issues de la différenciation des 

ostéoblastes, notamment capables de sécréter du RANKL en réponse à différents stimuli [Nakashima 

et al., 2011a]. Il serait donc intéressant d’étudier l’expression d’HYAL1 dans les ostéocytes dont la 

culture in vitro, limitée par le passé, semble à présent plus abordable [Shah et al., 2016]. Afin d'obtenir 

une vue d'ensemble du métabolisme de l’HA, l’expression des HAS, les enzymes responsables de la 

biosynthèse de l’HA, pourrait être analysée au cours de l’ostéoclastogenèse.  

Une question qui se pose dès lors est la suivante : quelles sont les voies de régulation qui provoquent 

l’augmentation de l’expression d’HYAL1 au cours de la différenciation des macrophages en 

ostéoclastes ? Une information intéressante a été apportée en 2013 par l’équipe de Gerard Karsenty 

qui a montré qu’une stimulation de l’ostéoclastogenèse par le RANKL provoquait la phosphorylation 

du facteur de transcription TFEB, ce qui a pour effet d’augmenter sa stabilité et donc son niveau 

protéique intracellulaire [Ferron et al., 2013]. Précisons que cette phosphorylation de TFEB par le 

RANKL, qui a pour effet de stabiliser le facteur de transcription, est à distinguer de la phosphorylation 

d’autres sérines décrite par le passé qui, quant à elle, inhibe la translocation nucléaire de TFEB et donc 
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son action d’induction de l’expression génique [Settembre et al., 2011b]. TFEB étant capable de réguler 

l’expression de la majorité des protéines lysosomales, ce facteur de transcription pourrait stimuler la 

biogenèse des lysosomes dans les ostéoclastes et ainsi influencer le processus de résorption osseuse. 

Ces auteurs ont en effet montré que, en absence de TFEB, l’augmentation d’expression de TRAP et de 

la cathepsine K accompagnant la différenciation des ostéoclastes est moins importante. L’activité des 

ostéoclastes est diminuée et les souris présentent une masse osseuse plus élevée. Cependant, 

contrairement à de nombreuses protéines lysosomales, HYAL1 ne ferait pas partie du réseau CLEAR 

car son promoteur ne semble pas posséder la séquence consensus de liaison à TFEB décrite par 

l'équipe de Ballabio [Sardiello et al., 2009]. La question de la régulation de l’expression d’HYAL1 au 

cours de l’ostéoclastogenèse reste donc entière.  

A cet égard, il est intéressant de citer une étude de 2008, qui a démontré que la liaison des facteurs 

de transcription Egr-1 (Early growth response protein 1), AP-2 et NF-ĸB au promoteur d’HYAL1 humain 

provoquait une augmentation de son expression [Lokeshwar et al., 2008]. Il faut également préciser 

que, contrairement aux petits fragments, l’HA de haute masse moléculaire est capable d’induire une 

augmentation de la liaison de ces facteurs de transcription au promoteur d’HYAL1 dans les cellules qui 

expriment l’hyaluronidase. Au contraire, l’HA ne semble pas moduler l’expression d’HYAL1 dans des 

cellules qui n’expriment pas HYAL1 en condition basale. Etant donné que la voie d’activation du NF-ĸB 

est une des voies de signalisation stimulées dans les cellules précurseurs des ostéoclastes suite à la 

liaison du RANKL [Nakashima and Takayanagi, 2011b], il serait intéressant de tester si cette voie est 

responsable de l’augmentation de l’expression d’HYAL1 dans les ostéoclastes.      
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3. Le phénotype osseux des souris déficientes pour HYAL1 
 

Une augmentation de leur expression étant une caractéristique commune à plusieurs enzymes 

importantes pour la résorption osseuse telles que la cathepsine K et TRAP [Czupalla et al., 2006], nous 

avons trouvé intéressante l’observation d’une surexpression d’HYAL1 au cours de l’ostéoclastogenèse. 

Nous pourrions en effet y voir un indice d’une implication de cette enzyme dans la résorption osseuse 

par ces cellules. Afin d’étudier cette possibilité, nous avons décidé d’analyser l’impact de l’inactivation 

du gène codant pour HYAL1 sur la densité osseuse des souris.  

Pour rappel, la caractérisation initiale des souris Hyal1 -/- avait mis en évidence le développement d’un 

phénotype d’arthrose [Martin et al., 2008]. Cette conclusion était basée sur la perte des 

protéoglycanes observée au niveau du cartilage articulaire et sur le développement d’excroissances 

osseuses appelées ostéophytes, deux éléments typiquement observés lors d’une arthrose [Martin et 

al., 2008]. Par ailleurs, il avait été rapporté que les souris déficientes pour HYAL2 dans le cartilage 

souffrent d’une arthrose associée à une perte progressive des protéoglycanes du cartilage articulaire 

[Higuchi et al., 2017]. Enfin, chez l’homme, il avait été déterminé que les patients atteints de MPS de 

type IX souffrent d'une arthrite juvénile idiopathique, sur base de l’apparition de manifestations 

cliniques caractérisées principalement par des douleurs et des masses au niveau des articulations 

[Natowicz et al., 1996a; Imundo et al., 2011]. Bien qu’une infiltration de la membrane synoviale par 

des macrophages ait été identifiée, les biopsies articulaires de ces individus ne présentaient pas 

d’accumulation de lymphocytes caractéristiques aux arthrites telles que l’arthrite rhumatoïde. Sur 

base de cette observation, l’arthrite développée par les patients atteints de MPS de type IX pourrait 

être rapprochée de l’arthrose qui est caractérisée par une inflammation chronique de bas grade 

[Imundo et al., 2011; Mora et al., 2018]. Il est à noter que l’inefficacité des traitements classiques de 

l’arthrite, comme la prise d’anti-inflammatoires non stéroïdiens ou l’injection intra-articulaire de 

stéroïdes, dans le traitement des symptômes articulaires associés à la MPS de type IX, démontre le 

caractère atypique de l'arthrite juvénile idiopathique développée par ces patients [Natowicz et al., 

1996a; Imundo et al., 2011].  

Nos analyses étendent la caractérisation des conséquences liées à l’inactivation d’HYAL1 par la 

démonstration que les souris mâles Hyal1 -/- âgées d‘un an présentent une diminution significative de 

leur densité osseuse ainsi que du volume de leur tissu osseux. La densité osseuse a également été 

évaluée chez des souris mâles de huit semaines mais, bien qu’elle soit légèrement diminuée, la 

différence n’est pas statistiquement significative. Nous en concluons que la déficience en HYAL1 induit 

une perte de densité osseuse progressive chez ces rongeurs. Cette observation nous est apparue très 

surprenante puisque notre prédiction initiale était que l’inactivation d’une enzyme de dégradation 

d’un composant de la matrice osseuse causerait plutôt une augmentation de la densité de cette 

matrice, c’est-à-dire une ostéopétrose. Ce type de phénotype est en effet observé en réponse à une 

déficience d’un acteur de la résorption osseuse tel que TRAP ou la cathepsine K. Il apparaît que les 
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effets de l’absence d’HYAL1 sur le remodelage osseux sont plus complexes qu’attendus, 

potentiellement en raison des fonctions très diverses de l’HA, fonctions qui sont par ailleurs 

dépendantes de sa masse moléculaire et donc vraisemblablement de son catabolisme par les 

hyaluronidases.      

 

 

3.1. Impact de l’absence d’HYAL1 sur les ostéoclastes 

Afin d’investiguer la cause sous-jacente de la diminution de la densité osseuse dans les souris Hyal1 -

/-, nous avons analysé la formation et le fonctionnement d’ostéoclastes différenciés à partir de 

monocytes isolés de leur moelle osseuse. Nos résultats (résumés dans la Fig 26) démontrent que ces 

monocytes se différencient normalement en ostéoclastes in vitro. Ceci indique que la formation de ces 

cellules géantes multinucléées par fusion de monocytes-macrophages n’est pas impactée par 

l’expression d’HYAL1, du moins dans un environnement simple tel que celui de la culture en 

monocouche. Cependant, avons remarqué que les ostéoclastes déficients pour HYAL1 cultivés sur de 

fines coupes d’os présentent une activité de résorption de la matrice osseuse augmentée. En effet, par 

rapport aux ostéoclastes sauvages, le nombre de puits de résorption formés par les cellules Hyal1 -/- 

est augmenté, ainsi que leur surface. Ceci s’accompagne d’une élévation du nombre d’anneaux 

d’actine filamenteuse, ce qui indique que le nombre de points d’ancrages sur l’os est également 

augmenté. Par ailleurs, ex vivo, nous avons détecté une augmentation du nombre d’ostéoclastes dans 

les fémurs des souris déficientes pour l’enzyme.  
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Figure 26: Tableau récapitulatif des effets de l’absence d’HYAL1 sur le remodelage osseux. In vitro, nous avons 

pu observer que l’ostéoclastogenèse n’est pas impactée par l’absence d’HYAL1, qu’il s’agisse d’ostéoclastes 

polarisés ou non. Le nombre d’anneaux d’actine formés par les ostéoclastes Hyal1 -/- est toutefois plus élevé. Ex 

vivo, le nombre d’ostéoclastes est augmenté alors que nombre d’ostéoblastes demeure inchangé. Enfin, en cas 

de déficience en HYAL1, les marqueurs de résorption et de formation osseuse présentent des concentrations 

sériques qui sont respectivement normales et diminuées en comparaison avec les souris sauvages. La diminution 

de la densité osseuse observée chez les souris Hyal1 -/- pourrait, par conséquent, être attribuée à une 

augmentation du nombre d’ostéoclastes et d’anneaux d’actine ainsi que de l’activité de ces cellules associées à 

une diminution progressive de la formation osseuse (encadrés en rouge). Il est à noter que ce phénotype 

s’accompagne d’une réduction de la longueur des fémurs. 

 

Chacune de ces observations, et les informations qu’elles apportent et qui pourraient contribuer à 

l’identification des mécanismes sous-jacents aux effets de la perte d’HYAL1 sur le remodelage osseux, 

sont discutées ci-dessous. 

 

3.1.1. Effets potentiels de l’acide hyaluronique sur l’ostéoclastogenèse 

Des expériences réalisées in vitro par d’autres groupes ont mis en évidence une inhibition de la 

différenciation et de l’activité des ostéoclastes lorsqu’ils sont différenciés en présence d’HA de haute 

masse moléculaire [Chang, Kim et al., 2007; Pivetta et al., 2011; Salbach, Kliemt et al., 2012]. A 

l’inverse, deux autres équipes ont montré qu'un HA de faible masse moléculaire augmente le nombre 

et la fonction des ostéoclastes in vitro [Ariyoshi et al., 2005; Chang, Kim et al., 2007]. Ces observations 

ne sont pas directement comparables à une situation in vivo, mais indiquent qu’un changement de 

taille ou d’abondance de l’HA dans l’environnement des ostéoclastes pourrait modifier leur nombre 

et/ou leur activité. Dans notre modèle de souris Hyal1 -/-, nous avons observé une accumulation d’HA 

dans l’os, mais nous ne savons pas, à ce stade, si le profil de masse moléculaire des molécules d’HA est 

altéré par rapport aux souris contrôles. Les données publiées par Bourguignon et Flamion en 2016, qui 

ont montré que les souris Hyal1 -/- présentent une accumulation d’HA dans de nombreux tissus sans 



 

 

161 

modification de la distribution de sa taille, suggèrent qu’il pourrait ne pas y avoir de changement 

majeur du profil de masse moléculaire de l'HA dans le tissu osseux. Dans ce cas de figure, la simple 

augmentation du niveau total d’HA dans les os des souris Hyal1 -/- pourrait-elle expliquer le nombre 

plus élevé d’ostéoclastes détectés, et une activité de résorption plus élevée ? Dans les articles qui ont 

mis en avant un effet positif de l’HA sur le fonctionnement des ostéoclastes, il a été déterminé que les 

petits fragments stimulaient l’expression du récepteur RANK et augmentaient le taux de 

phosphorylation de p38 et ERK, des MAPK activées par le RANKL [Ariyoshi et al., 2005; Chang, Kim et 

al., 2007]. Afin de poursuivre ce projet, nous pourrions mesurer l’expression de RANK ainsi que le taux 

de phosphorylation de p38 et ERK dans des ostéoclastes sauvages et Hyal1 -/- incubés en présence de 

sérum de souris déficientes pour l’hyaluronidase. Cette expérience pourrait nous permettre de tester 

les effets de l’HA accumulé en cas de perte d’HYAL1 et donc de se rapprocher des conditions in vivo.  

Il est à noter que l’absence d’augmentation du nombre d’ostéoclastes Hyal1 -/- quantifiés in vitro n’est 

peut-être pas surprenant. Même s’il a été rapporté que les ostéoclastes synthétisent de l’HA in vitro 

[Luben et al., 1976; Wong, 1979], il est probable que la concentration d’HA dans un large volume de 

milieu de culture, changé tous les deux jours, soit plus faible que dans l’environnement osseux.  

 

3.1.2. Effets de l’acide hyaluronique sur la production de RANKL et d’OPG 

Il a été décrit que la liaison de l’HA à son récepteur CD44 sur les cellules stromales de la moelle osseuse 

provoque une modification de leur sécrétion de RANKL et, par conséquent, influence 

l’ostéoclastogenèse [Cao et al., 2005; Ariyoshi et al., 2014]. Une augmentation de la production du 

RANKL et/ou une diminution de l’OPG, un récepteur soluble de ce dernier qui l’empêche d’agir sur son 

récepteur RANK à la surface des ostéoclastes, pourrait conduire à une élévation du nombre 

d’ostéoclastes in vivo. En accord avec nos observations, cette augmentation ne pourrait pas être 

observée in vitro étant donné que ces cytokines ne sont pas produites par les monocytes - 

macrophages et qu’une concentration fixe de RANKL est ajoutée par l’expérimentateur.  

Précisons qu’il a été rapporté que l’HA ne lierait pas directement le RANKL et l’OPG [Salbach-Hirsch, 

Kraemer et al., 2013]. Néanmoins, en plus d’agir sur les cellules stromales pour impacter directement 

la production de RANKL, l’HA pourrait modifier la sécrétion de cette cytokine par une voie indirecte. 

En effet, via une interaction avec ses récepteurs CD44 et TLR4, l’HA serait capable d’agir sur le RANKL 

en augmentant ou en diminuant, selon sa masse moléculaire, l’expression et la sécrétion des cytokines 

pro-inflammatoires IL-1, IL-6 et TNF-α par divers types cellulaires dont les macrophages, les 

fibroblastes ou les ostéoblastes [Khaldoyanidi et al., 1999; Lajeunesse et al., 2003; Campo et al., 2012; 

Baeva et al., 2014]. Ces deux interleukines et le TNF-α sont connus pour accroître le processus 

d’ostéoclastogenèse par l’intermédiaire d’une stimulation de la production de RANKL par les 

ostéoblastes et les ostéocytes [Hofbauer et al., 1999; Wu et al., 2017]. Précisons que ces cytokines sont 

également capables d’augmenter la différenciation et l’activité des ostéoclastes, indépendamment du 

RANKL, ainsi que de prolonger leur survie [Jimi et al., 1998; Jimi et al., 1999; Kobayashi et al., 2000; 
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Fuller et al., 2002; Kudo et al., 2003; Kim et al., 2009]. A ce stade, il est difficile de prédire l’impact que 

pourrait avoir la déficience en HYAL1 sur l’abondance et/ou la sécrétion d’IL-1, d’IL-6 ou de TNF-α 

puisque les effets de l’HA à ces niveaux semblent dépendre de sa masse moléculaire et de l'identité 

des cellules cibles. La distribution de la taille de l’HA accumulé dans différents tissus des souris Hyal1 -

/- n’étant pas modifiée [Bourguignon and Flamion, 2016], il est probable que des fragments de tailles 

variées s’accumulent dans l’environnement osseux ce qui complique la prédiction des effets de l’HA 

sur ces cytokines dans notre modèle. Afin de tester si cette hypothèse mérite d’être explorée, nous 

pourrions dans un premier temps mesurer les concentrations d’OPG et de RANKL dans les os et le 

sérum de souris sauvages ou déficientes pour HYAL1, ainsi que des cytokines IL-1, IL-6 et TNF-α. 

L’efficacité d’inhibiteurs de ces cytokines à restaurer la densité osseuse de souris Hyal1 -/- pourrait 

également être évaluée.  

 

3.1.3. Sécrétion de la cathepsine K et de TRAP par les ostéoclastes 

Nous avons testé expérimentalement si l’augmentation de l’activité des ostéoclastes Hyal1 -/- 

observée in vitro, lors de leur culture sur des coupes d’os, pouvait être attribuée à une augmentation 

d’enzymes importantes pour le processus de résorption osseuse telles que la cathepsine K et TRAP. 

Lorsque nous mesurons l’abondance protéique de ces enzymes dans des ostéoclastes cultivés in vitro 

sur un substrat en plastique, nous détectons une diminution de leur expression dans les cellules 

déficientes pour HYAL1. Cette diminution n’est pas accompagnée par une modification de l’abondance 

de leurs ARNm respectifs, indiquant qu'une régulation transcriptionnelle n'est pas responsable de la 

diminution d’expression protéique observée. L’hypothèse que nous avons alors formulée est que TRAP 

et la cathepsine K pourraient être hypersécrétées dans le milieu de culture des ostéoclastes, aux 

dépens de leur présence dans la cellule. Une fois en contact avec l’os, ceci pourrait expliquer 

l’augmentation de la résorption osseuse que nous détectons in vitro, dans des conditions où le nombre 

d’ostéoclastes contrôles et déficients pour HYAL1 est identique. Cependant, nous n’avons pas pu 

mettre en évidence d’augmentation de la quantité de ces enzymes dans le milieu extracellulaire des 

cellules cultivées sur plastique. Nous ne savons pas à ce stade si cette observation est transférable à la 

situation des ostéoclastes en contact avec de l’os, étant donné qu’il n’est pas possible techniquement 

de mesurer la quantité d’hydrolases acides sécrétées dans l’espace fermé de la lacune de résorption. 

De plus, il n’y a, à notre connaissance, aucune donnée publiée sur l’impact éventuel de l’HA et/ou 

d’HYAL1 sur l’exocytose des lysosomes. Face à ce constat, nous pouvons uniquement conclure qu’une 

hypersécrétion de la cathepsine K et de TRAP par les ostéoclastes Hyal1 -/- en contact avec l’os n’est 

pas exclue. Cependant, en l’absence de preuves expérimentales, d’autres hypothèses peuvent aussi 

être formulées. 

Une première idée, très spéculative, est que le pH de la lacune de résorption pourrait être plus acide 

après inactivation d’HYAL1. Une étude a montré que des fibroblastes traités avec de l’HA présentent 

une diminution de leur pH intracellulaire [Kathagen and Prehm, 2013]. En raison d’une accumulation 
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d’HA non digéré, due à la déficience en HYAL1, il pourrait être envisagé qu’une hyperacidification des 

lysosomes, et par conséquent de la lacune de résorption, favorise la dissolution de la matrice 

inorganique d’une part et augmente l’activité des hydrolases acides qui dégradent la matrice 

organique d’autre part.  

Une autre hypothèse, supportée par une série d’indices provenant de la littérature est que les 

ostéoclastes pourraient adhérer plus longtemps à l’os, ce qui allongerait le temps qu’ils passent à 

résorber la matrice au niveau du site où ils sont fixés. Cette hypothèse et les éléments qui la supportent 

sont l’objet du point 3.1.4. 

 

3.1.4. Adhésion des ostéoclastes 

Il a été montré qu’un plus grand nombre d’ostéoclastes humains adhèrent à des surfaces en plastique 

lorsque ces dernières sont recouvertes d’HA. Cette adhésion implique l’interaction du récepteur CD44 

avec son ligand HA [Spessotto et al., 2002]. Le CD44 est en effet localisé dans le noyau des podosomes 

des ostéoclastes, des structures qui sont impliquées dans l’adhésion et la polarisation cellulaire 

[Chabadel et al., 2007]. Les intégrines enrichies dans les podosomes interagissent avec des protéines 

de la matrice osseuse et induisent un remaniement de l’actine conduisant à la condensation des 

podosomes et à la formation de l’anneau d’actine [Georgess et al., 2014]. En plus de la localisation du 

CD44 dans le noyau des podosomes et dans l’anneau d’actine, l’équipe de Frédéric Saltel a montré que 

la liaison du CD44 avec de l’HA permettait de restaurer la formation des podosomes dans les 

ostéoclastes dépourvus de ces structures suite à la délétion du gène codant pour WIP, une protéine 

impliquée dans la régulation de la polymérisation de l’actine. Ces auteurs proposent que l’HA ou 

l’ostéopontine, deux ligands du CD44 présents dans la matrice osseuse, concentrent et activent le 

CD44, induisant ainsi la formation de l’anneau d’actine lorsque les ostéoclastes sont en contact avec 

de l’os [Chabadel et al., 2007]. En accord avec un rôle du CD44 dans l’adhésion et la formation des 

anneaux d’actine, les ostéoclastes déficients pour le CD44 présentent une taille moyenne et une 

activité de résorption réduites [Suzuki et al., 2002; Li, Zhong et al., 2015]. L’analyse des souris 

déficientes pour le CD44 n’a cependant pas révélé d’impact majeur du récepteur sur le phénotype 

osseux puisque seule une augmentation de l’épaisseur de l’os cortical accompagnée d’une diminution 

de la taille du tibia et de l’aire médullaire ont pu être identifiées [de Vries et al., 2005; Cao et al., 2005]. 

Cette observation peut paraître surprenante étant donné que les nombreux rôles de l’HA qui ont été 

proposés dans le remodelage osseux ont majoritairement été attribués au CD44. 

Dans notre modèle de souris Hyal1 -/-, il est intéressant de considérer que l’accumulation d’HA dans 

les os pourrait promouvoir l’adhésion des ostéoclastes sur la matrice osseuse et, par conséquent la 

résorption osseuse puisque celle-ci est dépendante de la formation d’un anneau d’actine scellant la 

lacune de résorption. Notons que dans nos expériences réalisées in vitro, les ostéoclastes sauvages et 

Hyal1 -/- ont été incubés sur des coupes d’os provenant d’un même bovin sain. Il n’y a donc pas plus 

d’HA dans la matrice osseuse sur laquelle les ostéoclastes Hyal1 -/- ont été différenciés, du moins au 
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début de la culture cellulaire. L’HA sécrété par les ostéoclastes, probablement en partie au niveau des 

lacunes de résorption et des podosomes, se lie-t-il à la matrice osseuse bovine ? Si oui, une absence 

de dégradation de l’HA par HYAL1 pourrait causer une accumulation périphérique d’HA qui pourrait 

expliquer l’augmentation du nombre d’anneaux d’actine que nous avons observée.  

En outre, que ce soit in vivo ou in vitro, l’absence de l’enzyme HYAL1 pourrait promouvoir un 

attachement prolongé des ostéoclastes dans un état de résorption actif sur la matrice extracellulaire. 

En effet, des enzymes, telles que des métalloprotéases et des protéases à sérine ou cystéine, sont 

sécrétées au niveau des podosomes via des vésicules dont certaines semblent correspondre à des 

lysosomes [Tu et al., 2008]. Par conséquent, il est envisageable qu’HYAL1 puisse être en partie ciblée 

vers les podosomes qui composent l’anneau d’actine, d’autant plus qu’il a été rapporté par l’équipe 

de Mélanie Simpson en 2015 que l’hyaluronidase était localisée dans des vésicules de cellules 

cancéreuses souvent à proximité des adhésions focales, des structures proches des podosomes 

[McAtee et al., 2015]. Il n'est dès lors pas impossible qu’HYAL1, envoyée au niveau de l’anneau 

d’actine, puisse participer directement à la dissociation de l’interaction entre le CD44 et l’HA.  

Il pourrait être intéressant d’explorer le phénotype osseux des souris doublement déficientes pour le 

CD44 et HYAL1, afin d’observer si les effets de l’absence de l’hyaluronidase impliquent un mécanisme 

exigeant la présence du récepteur. Nous pourrions également analyser, in vitro, l’adhésion et l’activité 

des ostéoclastes issus des souris déficientes pour ces deux protéines en comparaison avec les cellules 

Hyal1 -/- ou CD44 -/-.   

 

 

3.2. Impact de l’absence d’HYAL1 sur des marqueurs de résorption et de 

formation osseuse 

Afin de compléter l’analyse du phénotype osseux des souris Hyal1 -/-, les concentrations sériques de 

deux marqueurs de résorption osseuse ont été mesurées. Cette analyse a révélé que les concentrations 

de TRAP et des produits de dégradation du collagène de type I appelés CTX (C-terminal Telopeptide of 

type I-collagen), qui reflètent respectivement le nombre et l’activité des ostéoclastes, sont similaires à 

celles mesurées dans le sérum des souris contrôles que ce soit à 7 ou à 18 mois. Notons cependant 

qu’une modification du remodelage osseux ne se traduit pas toujours par une altération des niveaux 

sériques de ces marqueurs [Frisch et al., 2012; Pacheco-Costa et al., 2014; Xu et al., 2014].  

Par ailleurs, dans notre modèle Hyal1 -/-, deux facteurs sont à prendre en considération. 

Premièrement, nos analyses ont mis en avant que la quantité de TRAP dans les ostéoclastes déficients 

pour HYAL1 est diminuée d’environ 55 % (un point discuté dans le paragraphe 2.2.2 ci-dessus). Dans 

ces conditions, le dosage sérique de TRAP pourrait ne plus refléter aussi fidèlement le nombre 

d’ostéoclastes. Deuxièmement, un dosage des fragments N-terminaux du collagène de type I a révélé 

une diminution de la biosynthèse de ce constituant de la matrice osseuse dans les souris Hyal1 -/-. Si 
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le niveau total de collagène est diminué, il est possible que l’augmentation d’activité des ostéoclastes 

Hyal1 -/- ne génère pas d’augmentation des niveaux circulants de CTX. 

Comment l’inactivation génique d’HYAL1 impacte la synthèse du collagène par les ostéoblastes reste 

une question sans réponse à ce stade. Des études réalisées in vitro montrent globalement que l’HA 

possède un effet stimulateur sur l’activité de ces cellules [Huang et al., 2003; Zou et al., 2008; Mathews 

et al., 2014; Zhao et al., 2015]. A première vue, nous aurions donc pu nous attendre à une 

augmentation du fonctionnement des ostéoblastes, ce que nous n’avons pas observé dans notre 

modèle. Il est fort possible que les effets obtenus in vitro, avec de l’HA exogène de masse moléculaire 

choisie arbitrairement, ne reflètent pas la situation prévalant in vivo, lors d'une accumulation d’HA 

résultant d’une perturbation de son catabolisme.  

 

 

3.3. HYAL1, acide hyaluronique et densité osseuse 

Il est intéressant de noter que, chez l’homme, une analyse génomique a montré qu’une densité 

osseuse faible est corrélée avec des variations dans la région chromosomique 3p21 qui contient 

notamment la séquence qui code pour HYAL1 [Wilson et al., 2003].  

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté des modifications de l’abondance de l’HA dans diverses 

pathologies osseuses. Il a notamment été observé que de l’HA s’accumule dans les tissus osseux lors 

d’un apport insuffisant en vitamine D, calcium ou phosphate qui peut entraîner une diminution de la 

densité osseuse [Dickson and Roughley, 1993]. Les os des patients atteints d’ostéogenèse imparfaite, 

une pathologie caractérisée par une fragilité osseuse, présentent également une augmentation de la 

concentration d’HA [Oohira and Nogami 1989]. En absence de données supplémentaires, il est difficile 

de déterminer la cause de l’accumulation d’HA dans ces pathologies osseuses. Il serait intéressant, 

dans le futur, de mesurer les niveaux protéique et d’activité d’HYAL1 dans le sérum et dans les os de 

ces patients afin de déterminer si la concentration et l’activité de l’enzyme sont diminuées, ce qui 

expliquerait l’accumulation d’HA observée. Notons qu'une étude de 2005 n’a pas mis en évidence de 

différence majeure dans les niveaux sériques d’HYAL1 de quatre patients atteints d’ostéoporose 

[Fiszer-Szafarz et al., 2005]. Cette investigation mériterait néanmoins d’être poursuivie puisque la 

mesure a été réalisée de façon semi-quantitative et sans précision du type d’ostéoporose inclus dans 

l'étude. 

D’autre part, il serait intéressant de mesurer HYAL1 dans le sérum de femmes atteintes d’ostéoporose 

consécutive à un manque d’estrogènes. En parallèle, nous pourrions investiguer la densité osseuse de 

souris femelles, avant et après l’induction d’une ostéoporose par ovariectomie. Que l’ostéoporose soit 

liée à la ménopause ou à une ovariectomie, elle est principalement provoquée par la diminution de la 

concentration des estrogènes. Ces hormones inhibent l’expression des cytokines IL-1, IL-6 et TNF-α par 

différents types cellulaires. En effet, par leurs interactions avec leurs récepteurs, les estrogènes 
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impactent négativement la production de ces cytokines par les lymphocytes T et les ostéoblastes 

[Takao et al., 2005; Wang et al., 2006]. En outre, un effet similaire a été observé dans les macrophages 

puisque l’absence d’estrogènes augmenterait l’expression du CD16 (Cluster of Differentiation 16), un 

récepteur dont l’activation induit une sécrétion d’IL-1, IL-6 et TNF-α [Kramer et al., 2004]. Comme 

expliqué précédemment, il est généralement admis que ces cytokines ont pour effet de stimuler la 

sécrétion de RANKL, l’ostéoclastogenèse et l’activité des ostéoclastes [Jimi et al., 1998; Jimi et al., 1999; 

Kobayashi et al., 2000; Fuller et al., 2002; Kudo et al., 2003; Kim et al., 2009]. En absence d’estrogènes, 

suite à la ménopause ou à une ovariectomie, la production des cytokines IL-1, IL-6 et TNF-α est donc 

augmentée ce qui a comme conséquence de stimuler la résorption osseuse [Feng and McDonald, 

2011].  

Une étude relativement récente a mis en évidence que l’expression d’HYAL1 est diminuée par les 

estrogènes dans certaines cellules cancéreuses mammaires [Edjekouane et al., 2016]. Des résultats 

obtenus par notre équipe indiquent cependant que, dans d’autres cellules cancéreuses mammaires, 

l’expression d’HYAL1 est augmentée par une incubation en présence d’estrogènes (communication 

personnelle de Marielle Boonen). De plus, parmi les quatre individus identifiés porteurs d’une 

déficience en HYAL1, la MPS de type IX, les deux patientes de sexe féminin présentent un phénotype 

plus marqué en comparaison avec les deux jeunes hommes [Natowicz et al., 1996a; Imundo et al., 

2011]. Il serait dès lors intéressant de tester si l’expression d’HYAL1 est modifiée par les estrogènes 

chez l’homme et après ovariectomie dans des souris sauvages. Sur base des résultats que nous avons 

obtenus en analysant le phénotype osseux des souris déficientes en HYAL1, il nous apparaît qu’en cas 

de diminution du niveau d’HYAL1 après ovariectomie (ou diminution de la production des estrogènes 

au cours du vieillissement chez la femme), une accumulation d’HA pourrait être observée et que celle-

ci pourrait contribuer au développement de l’ostéoporose. Cette accumulation d’HA pourrait moduler 

le fonctionnement des ostéoclastes et/ou des ostéoblastes, comme nous l'observons chez les souris 

Hyal1 -/-, via les mécanismes discutés dans les paragraphes précédents.   

 

 

3.4. Les effets de l’absence d’HYAL1 sur la croissance longitudinale des os 

Nos observations ont révélé que les fémurs des souris déficientes pour HYAL1 sont de longueur 

moindre et présentent une épaisseur réduite de la plaque de croissance, suggérant que l’absence de 

l’enzyme pourrait affecter l’ossification endochondrale qui permet la croissance longitudinale des os.  

Composée de cartilage, la plaque de croissance est subdivisée en quatre parties : les zones de réserve, 

de prolifération, de pré-hypertrophie et d’hypertrophie sont successivement observées de l’épiphyse 

vers la métaphyse [Baron, 2000]. Chaque région correspond à des étapes de différenciation différentes 

des chondrocytes qui s’hypertrophient progressivement et provoquent la minéralisation partielle du 

cartilage avant d’entrer en apoptose. Attirés par des facteurs angiogéniques, des vaisseaux sanguins 
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envahissent ensuite les espaces laissés libres par les chondrocytes et y transportent des ostéoblastes 

qui pourront synthétiser de la matrice osseuse. Un rôle de l’HA dans la croissance longitudinale osseuse 

avait déjà été suggéré en raison de la variation de sa distribution le long de la plaque de croissance, 

l’HA étant plus abondant au niveau de la zone d’hypertrophie [Genever and Dickson, 1996]. Dans cette 

région, l’accumulation d’HA dans l’espace péricellulaire entourant les chondrocytes hypertrophiques 

contribuerait à l’élargissement de cette lacune et ainsi à la croissance osseuse [Pavasant et al., 1996]. 

Il a été démontré qu’HYAL1 et HYAL2 sont exprimées dans les zones de prolifération et d’hypertrophie, 

et qu'une exocytose lysosomale prenant place dans les chondrocytes hypertrophiques provoque la 

sécrétion d’hyaluronidases dont probablement HYAL1 [Tanimoto et al., 2004; Bastow et al., 2012]. Il a 

également été proposé par Edward Bastow que la présence de ces hyaluronidases dans la zone 

d’hypertrophie catalyse la formation de petits fragments d’HA pro-angiogéniques qui favoriseraient 

l’invasion des vaisseaux sanguins [Bastow et al., 2008]. Ces hyaluronidases pourraient aussi jouer un 

rôle dans la dégradation des agrégats d’aggrécane, le protéoglycane majoritaire du cartilage composé 

d’une partie protéique et des GAGs sulfate de chondroïtine et sulfate de kératane. Les agrégats, formés 

par la liaison non covalente d’une seule chaîne d’HA à de nombreux monomères d’aggrécanes, 

pourraient ainsi être désassemblés sous l’action d’hyaluronidases. Dans cette région de la plaque de 

croissance, le catabolisme de l’HA, probablement en partie grâce à l’action d’HYAL1, serait donc 

nécessaire au déroulement de l’ossification endochondrale [Bastow et al., 2008]. Cette hypothèse est 

renforcée par la diminution de la longueur des os longs qui, en plus d’être observée dans les souris 

déficiences pour HYAL1, a aussi été documentée chez les souris déficientes pour HYAL2 ou pour 

KIAA1199, une protéine nouvellement décrite impliquée dans la dépolymérisation de l’HA [Shimoda 

et al., 2017; Higuchi et al., 2017].  

HYAL1 pourrait également participer à l’ossification endochondrale à travers l’action des 

chondroclastes, des cellules assimilées aux ostéoclastes qui en diffèrent principalement par l’absence 

d’une bordure en brosse [Knowles et al., 2012]. L’identité exacte des chondroclastes est controversée 

puisque, selon les auteurs, ces cellules se formeraient au contact soit du cartilage non minéralisé soit 

du cartilage calcifié, soit encore à la surface de ces deux matrices [Ota et al., 2009; Wlodarsky et al., 

2014]. D’autres études considèrent que les chondroclastes apparaissent en conditions pathologiques 

mais il a également été suggéré qu’il s’agisse en fait d’ostéoclastes qui, au contact du cartilage, ne 

forment pas de bordure en brosse [Knowles et al., 2012; Odgren et al., 2016]. Quel que soit le nom 

attribué à ces cellules, chondroclastes ou ostéoclastes, elles semblent impliquées dans la dégradation 

partielle du cartilage au cours de l’ossification endochondrale, avant que la matrice osseuse ne soit 

formée. Chez les souris Hyal1 -/-, l’absence d’HYAL1 dans les chondroclastes pourrait dès lors 

perturber cette dégradation et, de ce fait, la formation de la matrice osseuse par les ostéoblastes 

amenés par les vaisseaux sanguins qui s’infiltrent dans les espaces digérés.  
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4. Conclusion 
 

L’ensemble des données générées dans le cadre de ce travail a permis d’apporter de nouveaux 

éléments dans la caractérisation d’HYAL1 ainsi que dans la description de sa fonction. Dans un premier 

temps, nous avons pu apporter la preuve de la présence d’HYAL1 dans les lysosomes et proposer un 

mécanisme de ciblage de l’enzyme vers cet organite. La réalisation de zymographies a révélé que 

l’utilisation de conditions natives était nécessaire à la détection de l’activité des deux formes d’HYAL1. 

L’analyse de l’activité de l’hyaluronidase suggère également l’existence d’interactions non covalentes 

non identifiées qui pourraient être explorées ultérieurement.  

Dans un second temps, ce projet nous a permis de mettre en évidence une expression importante 

d’HYAL1 dans les ostéoclastes en comparaison avec leurs cellules précurseurs. Parmi les hydrolases 

acides lysosomales, deux enzymes, TRAP et la cathepsine K, présentent également une forte 

surexpression au cours de l’ostéoclastogenèse. Ces deux hydrolases jouant un rôle important dans le 

fonctionnement des ostéoclastes, la découverte de la surexpression d’HYAL1 suggère une fonction 

inédite de l’hyaluronidase dans le remodelage osseux.  

La potentielle fonction d’HYAL1 dans ce processus a été investiguée par une analyse du phénotype 

osseux de souris déficientes pour HYAL1 qui a révélé une réduction significative de la densité osseuse 

de ces rongeurs à l’âge d’un an. Cette ostéopénie peut, au moins en partie, être attribuée à une 

augmentation du nombre et de l’activité des ostéoclastes ainsi qu’à une diminution de la production 

du collagène de type I, un des constituants majeurs de la matrice osseuse. Dans le futur, il serait 

intéressant d’investiguer les mécanismes amenant à l’augmentation du nombre et de l’activité des 

ostéoclastes. Nous pourrions par exemple tester les hypothèses que nous avons émises et qui 

proposent que l’HA puisse influencer le rapport entre le RANKL et l’OPG, le processus 

d’ostéoclastogenèse, l’adhésion des ostéoclastes ou encore leur détachement de la matrice osseuse. 

Nous pourrions également explorer l’activité des ostéoblastes et le processus de minéralisation chez 

les souris déficientes pour HYAL1. Enfin, il serait aussi intéressant de déterminer si une dérégulation 

de l’activité d’HYAL1 contribue au développement de certaines pathologies du système squelettique, 

et si cibler cette enzyme pourrait conférer un avantage thérapeutique. Bien que de nombreux liens 

entre l’HA et la physiologie de l’os ont été mis en évidence au cours des années, sa fonction précise 

n’est pas encore bien comprise. Nous espérons dès lors que les résultats obtenus au cours de ce projet 

apporteront une nouvelle lumière sur les rôles de l’HA et de son catabolisme dans le remodelage 

osseux.  
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 Table 1: Les maladies de surcharge lysosomale 

CNS: Central Nervous System ; CT: Chaperone Therapy ; ER: Endoplasmic Reticulum ; ERT: Enzyme 
Replacement Therapy ; GM1: GM1-ganglioside ; HSCT: Haematopoietic Stem Cell Therapy ; INCL: 
Infantile Neuronal Ceroid Lipofuscinosis ; ISSD: Infantile Sialic Acid Storage Disease ; N/A: Not 
Applicable ; PARK9: Parkinson Disease 9 ; SMT: Small-molecule Therapy ; SRT: Substrate Reduction 
Therapy ; S/S: Symptomatic and Supportive Therapy.  
a Désigne des pathologies liées à une déficience enzymatique. b Désigne des pathologies qui impliquent 
le CNS. c Désigne des pathologies avec des formes sévères et atténuées [Platt et al., 2018]. 
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Zymographie d’échantillons obtenus après un fractionnement subcellulaire de macrophages murins. Des 

cellules de la lignée RAW264.7 ont été fractionnées selon un protocole de centrifugation différentielle. L’activité 

d’HYAL1 dans les cinq fractions obtenues appelées E, N, ML, P et S a ensuite été analysée par zymographie 

comprenant une étape de dénaturation - renaturation des protéines. Des quantités égales de protéines ont été 

chargées sur le gel d’acrylamide et séparées dans des conditions non réductrices. Il est à noter que les 

échantillons utilisés sont les mêmes que ceux analysés par western blotting dans la figure 1 de notre article publié 

dans le journal « Traffic » et qui est présenté dans la partie « Résultats ».  
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