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Figure 18. Biosynthése des chaines oligosaccharidiques d’HS, de CS et de DS (Sasisekharan
et al. 2006).

Figure 19. Structure des différentes familles des MMPs.

Figure 20. Les différents systemes de régulation des MMPs (Page-McCaw et al. 2007).

Figure 21. Le systéme d’activation de certaines MMPs par les MMPs elles-mémes (Dollery et
Libby 2006).

Figure 22. Systéme d’activation de la MMP-2 par I’intermédiaire de MT1-MMP et de TIMP-
2 (Dollery et Libby 2006).

Figure 23. Expression et action des TIMPs au sein de I’environnement péricellulaire (Baker et
al. 2002).

Figure 24. Repréesentation schématique de la structure secondaire de HARP (Raulo et al.
2006). Les feuillets beta avec les motifs TSR-1 sont en bleu, les régions N- et C- terminaux ainsi
que les acides aminés de liaison sont en rouge et les ponts disulfures sont en jaune.

Figure 25. Comparaison anatomique de I’articulation de 1’épaule entre ’Homme et le rat

(Soslowsky et al. 1996).
Figure 26. Mécanisme lésionnel ou adaptatif au cours de la tendinopathie du supra-épineux.
D’apres (Cawston et al. 1996).

Figure 27. Protocole de sur-utilisation du tSE chez le modéle animal rat.

Figure 28. Méthode d’extraction et de quantification biochimiques des GAGs totaux et

spécifiques.

Figure 29. Méthode d’immunomarquage des GAGs spécifiques avec des anticorps « phage

display single chain ».

Figure 30. Technique d’ELISA compétitif entre HARP/FGF-2 et les extraits de GAGs totaux
naturels par rapport a 1’héparine.

Figure 31. Immunomarquage du collagene de type Il dans les tSE contrdles (C) et entrainés

(R) au cours du processus de sur-utilisation. Les coupes transversales ont été réalisées au

niveau de la région centrale du tendon. Les résultats sont représentatifs de 3 tendons de 3 rats

différents pour chaque temps. Echelle = 20 um.
Figure 32. Expression du TGFB-1 total dans les tSE controles (C) et entrainés (R) au cours du

processus de sur-utilisation. Les résultats sont représentatifs de 6 tendons de 3 rats différents

pour chaque temps. p < 0.001 (***), p < 0.01 (**), et p < 0.05 (*). 50 ug de protéines totales ont été
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soumis a un test ELISA. Afin de quantifier le TGFB-1 total, les échantillons ont été activés

préalablement en les incubant 10 min dans du 1 N HCI.

Figure 33. Evolution du niveau d’expression des transcrits de la ténomoduline dans les tSE

contréles (C) et entrainés (R) au cours du processus de sur-utilisation. Les résultats
sont représentatifs de 6 tendons de 3 rats différents pour chaque temps. p < 0.001 (***), p < 0.01
(**), et p < 0.05 (*).

Figure 34. Evolution de la masse hydrique dans les tSE contrdles (C) et entrainés (R) au cours

du processus de sur-utilisation. Les résultats exprimés en pourcentage par rapport au poids
frais sont représentatifs de 3 tendons entiers de 3 rats différents pour chaque temps.
Figure 35. Analyse par HPLC des disaccharides des GAGs spécifiques HS et CS. La digestion

des GAGs a été réalisée avec de la chondroitinase ABC et de I’acide nitreux (Cf. Matériels et
Méthodes).

Figure 36. Quantification histologique des GAGs totaux sulfatés dans les tendons patellaires
humains contrdles (tP C) et pathologiques (tP P). Echelle = 40 pm.

Figure 37. Immunomarquage des DS et CS dans les tendons patellaires humains contrdles (tP
C) et pathologiques (tP P). Echelle = 40 um.

Figure 38. Immunomarquage de la décorine, du versicane et de I’aggrécane dans les tendons
patellaires humains controles (tP C) et pathologiques (tP P). Echelle = 40 pm.

Figure 39. Marquage (A), quantification et corrélation (B) histologique des GAGs totaux
sulfatés au VISA Score dans les tendons patellaires humains contréles (tP C) et
pathologiques (tP P). Echelle = 40 pm.

Figure 40. Schéma illustrant les liens entre les événements décrits, initiateurs ou

annonciateurs d’une tendinopathie tSE au cours des phases précoces. Traits pointillés

= lien hypothétique, traits pleins = lien relaté dans la littérature ou déduit de nos résultats.
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MMPs (Visse et Nagase 2003). ND : non définie.
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LISTE DES ABREVIATIONS

°C Degré Celsius

pm micrometre

ADN Acide désoxyribonucléique

AH Acide hyaluronique

ARNmM Acide ribonucléique messager
BMP Bone Morphogenetic Protein
COMP Cartilage OligoMeric Protein
CS Chondroitine Sulfate

CTGF Connective Tissue Growth Factor
Da Dalton

DMMB Dimethyl methylene blue

DS Dermatane Sulfate

EGF Epidermal Growth Factor
EMMPRIN Extracellular Matrix Metalloproteinases PRotein INducer
FasL Fas Ligand

FGF Fibroblast Growth Factor

GAG Glycosaminoglycane

GalN N-acétyle galactosamine

GIcA Acide glucuronique

GIcN N-acétyle glucosamine

h heure

HARP Heparin Affin Regulatory Peptide
HAS Hyaluronic Acid Synthase

Hp Héparine

HS Héparane Sulfate

HSPG Heparan Sulfate ProteoGlycan
ICAM InterCellular Adhesion Molecule
IdoA Acide iduronique

IGF Insulin-like Growth Factor

IL InterLeukine

kDa Kilo Dalton

Km Kilométre

KS Kératane Sulfate

m masse

MCP Macrophages Chemoattractant Protein
MEC Matrice ExtraCellulaire

mg Milligramme

min minute

ml Millilitre

mM Milli-molaire

MMP Matrix MetalloProteinase

16



MT-MMP
nm

PDGF
Pg
PG
RER
rpm
Scx
TCK
TGFb
TIMP
TMS
tSE

Membrane Type Matrix MetalloProteinase
nanometre

poids

Platelet-Derived Growth Factor
Pico-gramme

Protéoglycane

Réticulum Endoplasmique Rugueux
Round per minute

Scléraxis

Thymus ChemoKine

Transforming Growth Factor b
Tissue Inhibitor MetalloProteinase
Trouble Musculo-Squelettique
Tendon supra-épineux

volume
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I. Les tendinopathies

I.1. Les troubles musculo-squelettiques (TMS) et les tendinopathies : un enjeu

majeur de santé publique

D’apres un expert chargé de mission a 1’agence nationale d’amélioration des conditions de
travail (ANACT) qui expose ainsi la situation : « Les TMS doivent étre considérés comme une
priorité lorsque [’on constate que les salariés sont exposés a des facteurs de risques. Dans ce
cadre, il faut identifier les symptomes au plus tot et s attaquer aux TMS le plus tot possible
avant que les salariés soient victimes de ces maladies. Si ce phénomeéne n’est pas traité de
facon précoce, il devient ensuite difficile a enrayer » (Campagne d’information et de
prévention des TMS dans I’entreprise, Ministére du travail, de I’emploi et de la santé. Octobre
2011).
Voila I’'un des enjeux les plus importants de la campagne de prévention des TMS de 2011. En
effet, les TMS, dont font partie les tendinopathies, sont les maladies professionnelles les plus
répandues en France. Ces TMS représentent 85% des causes de maladies professionnelles
reconnues par les régimes de santé. Contrairement aux idées recues, le monde professionnel et
les métiers de manutention ne sont pas les seuls a étre concernés par ces TMS, les sportifs de
haut niveau et la population des séniors le sont également. Les TMS constituent donc 1’une
des priorités du Plan Santé Travail (PST) 2005-2014 du ministére du travail, de I’emploi et de
la sante.
Directement liés aux conditions de travail, les TMS se traduisent par des douleurs de plus en
plus génantes, voire invalidantes pouvant conduire a une incapacité de travail. C’est la
combinaison de facteurs biomécaniques (travail en force, gestes répétitifs, positions pénibles,
maniement de charges lourdes, matériel de manutention inapproprié, etc.) associés a une
organisation de travail inadaptée, un temps de récupération insuffisant et des situations de
stress qui entraine les TMS. lls affectent directement les muscles, les nerfs, les 0s ou encore
les tendons de différentes structures articulaires (Figure 1). Petites ou grandes, I’ensemble des
entreprises est concerné par cette problématique, avec des secteurs d’activités plus touchés
que d’autres. Par exemple, les femmes y sont moins souvent confrontées que les hommes
mais sont loin d’étre épargnées. Les jeunes, les apprentis et les intérimaires sont plus
particulierement concernés. Plus des deux tiers des ouvriers développent au moins un TMS,
contre un peu plus d’un cadre sur cing. Telles sont quelques-unes des conclusions tirées de
I’enquéte DARES DRT SUMER 2003 (Figure 2).
Au-dela des souffrances pour la personne, les TMS perturbent 1’organisation du travail et

représentent pour l’entreprise des répercussions économiques non négligeables dues aux
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indemnisations et aux arréts de travail, a la baisse de qualité des produits fabriqués, aux
difficultés de recrutement et de reclassement des salariés concernés et de recrutement de
nouveaux salari¢s valides. Selon les chiffres de la caisse nationale de I’assurance maladie des
travailleurs salariés (CNAMTS), 43241 TMS ont été indemnisés en 2010 par les actifs du
régime général de santé qui ont engendré la perte de 9,7 millions de journées de travail et
colté 930 millions d’euros auxquels il faut ajouter la perte de temps, la baisse de la
production et la dévalorisation de 1’image de I’entreprise. Ces chiffres sont en progression
constante depuis 2003. En effet, le nhombre de nouveaux cas de TMS indemnisés chaque
annee augmente, atteignant en 2010 environ 15% (CNAMTS, Octobre 2011).

Vertébres Epaule
cervicales Tendinite de la coiffe
des rotateurs

Coude
Epicondylite

Poignet, main
doigts

Syndréme du canal
carpien

Rachis
Colonne vertébrale
Lombalgies

Genou
Hygroma
des bourses séreuses

Cheville
Tendinite achiléenne

Figure 1. Les différentes structures articulaires touchées par les TMS (CNAMTS, Octobre 2011)
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Figure 2. Pourcentage des personnes susceptibles de développer des TMS selon le sexe, 1’age

et les secteurs d’activité (DARES DRT, 2003).

« Prévenir efficacement les TMS ne s’improvise pas » et exige une implication forte et
durable tant professionnelle que personnelle. Il n’existe pas de solution globale, efficace et
applicable a tout le monde. Chaque démarche de prévention est spécifique et doit étre adaptée
aux particularités de chacun et aux secteurs d’activités concernés. Un état des lieux en amont
est indispensable pour évaluer les risques liés a la survenue des TMS et construire un plan de
prévention efficace, pouvant se traduire par des actions simples et peu colteuses :
aménagement des postes de travail, outils d’aide a la manutention, alternance des taches,
solidarité entre équipes, parcours professionnels ou encore transmission de savoir-faire. Cette
démarche commence donc par un état des lieux pour évaluer les risques de TMS dans le
monde de I’entreprise afin de construire un plan d’action efficace nécessitant des échanges
entre salarié et médecin du travail ou encore 1’analyse des chiffres liés a I’absentéisme et aux
arréts maladies des salariés.

« Il est indispensable que la démarche de prévention soit participative et s’inscrive dans la
durée...Ensuite, il convient d’alerter, sensibiliser et mobiliser I’ensemble des acteurs (de
[’entreprise, du corps médical et de la recherche, etc.) pour parvenir a trouver des solutions
préventives. Prévenir les TMS, c’est arriver a réduire I’exposition de la personne a un facteur
de risque. Encore faut-il pour cela pouvoir les identifier. Cette étape est la clé d’une solution
adaptée », poursuit le méme expert durant la Campagne d’information et de prévention des
TMS en Octobre 2011.

De nombreux TMS, en I’absence d’un diagnostic précoce se développent de maniére
chronique jusqu’a ce que la douleur ne permette plus aucune activité. Détectés et donc traités

trop tardivement, certains TMS auparavant réversibles deviennent irréversibles, provoquant
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une incapacité de travail temporaire de longue durée voire définitive. Les TMS arrivés a ce
stade nécessitent alors un traitement chirurgical colteux. Cela implique encore plus de
répercussions sur le fonctionnement de I’entreprise ainsi que sur la vie sociale et psychique

des salariés.
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.

|
i |

TROUBLES MUSCULO-ROUELETTIONES La prédvention. on s’y met tous 3G

!
)
|

Figure 3. Brochure de la campagne nationale d’information et de prévention des TMS

(Ministére du travail, de ’emploi et de la santé, Mai 2009).

Les TMS de I’épaule, caractérisés par un inconfort, une raideur, un affaiblissement et des
douleurs plus ou moins importantes, constituent actuellement les pathologies professionnelles
de loin les plus répandues dans les pays industrialisés et sont devenus la premiére cause de
maladie professionnelle en France. Parmi ces TMS, la tendinopathie qui consiste en une
altération de la structure tendineuse, est un motif majeur de consultation. Elle affecte plus
fréguemment les tendons de la coiffe des rotateurs de I'épaule et en particulier le tendon
supra-épineux (90% des tendinopathies de 1’épaule). Ainsi il est courant de constater une

pathologie du tendon supra-épineux chez des personnes ayant une activité professionnelle qui
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requiert une mobilisation répétitive du bras, en particulier en élévation au dessus de 1’épaule
(ouvriers du batiment, manutentionnaires, hotesses de caisse, etc.). La tendinopathie du supra-
épineux de la coiffe des rotateurs de 1’épaule est également une pathologie cotliteuse pour le

monde de I’entreprise.

1.2. La tendinopathie du supra-épineux

Le membre supérieur, pour remplir la fonction de préhension, assure 1’orientation du bras par
des mouvements d’épaule (ceinture scapulaire), et 1’orientation de la main par des
mouvements de I’avant-bras et du poignet. L’orientation du bras et de la main nécessite que
I’épaule autorise des mouvements de circumduction dans les trois plans de 1’espace. Cette
articulation est complexe car composée de trois segments: 1I’humerus, la scapula et la
clavicule (Figure 4). Les mouvements de circumduction, au niveau de I’articulation gléno-
humérale, sont réalisables par la présence de surfaces articulaires peu congruentes dont la
schématisation serait une sphére sur une surface plane (Figure 5a). De plus le systeme
ligamentaire étant moins important que pour les autres articulations (ex. membre inférieur), la
stabilit¢ de 1’épaule est assurée par la présence de structures musculaires engainantes
(’ensemble est décrit comme la coiffe des rotateurs) (Figure 4). Les muscles jouent donc a la
fois un role mobilisateur et/ou stabilisateur.

L’apparition de douleur ou de TMS au niveau de 1’épaule est liée a des conflits articulaires
apparaissant au cours du mouvement. Lors de ce mouvement, la téte humérale doit réaliser un
mouvement de roulement avec glissement, ce qui nécessite une gestion fine des actions
mécaniques articulaires. L’ensemble de la chaine articulaire, allant de la colonne cervico-
thoracique jusqu’au membre supérieur, est impliqué. Le recrutement musculaire doit respecter
un synchronisme pour maintenir le centrage de la téte. Un défaut en termes de position, de
stabilité, ou de cinématique des différents segments de cette chaine articulaire peut conduire a
une action élévatrice trop prononcée du deltoide (Figure 5b) qui peut prendre en défaut
I’action stabilisatrice de la coiffe des rotateurs. Cela entraine une ascension de la téte
humérale comprimant la coiffe sous la vodte acromiale (Figure 6) et induisant un conflit entre
la téte de I’humérus, la bourse séreuse et 1’acromion et qu’on appelle le conflit du pincement.
Ce conflit articulaire peut générer un exces de contraintes locales responsable de douleur ou

de tendinopathie du supra-épineux.
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tendon du long biceps
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Figure 5. Action du deltoide par rapport a I’articulation scapulo-humérale.

Bourse séreuse sous-
acromiale

humérale

Acromion

Tendon supra-
épineux

Conflit par atteinte de
la coiffe des rotateurs

Tete / g{ <— Scapula

Figure 6. lllustration du conflit sous-acromial affectant le tendon supra-épineux.
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La pathologie dégénérative de la coiffe des rotateurs de I’épaule commencera toujours par une
atteinte du supra-épineux. Il existe plusieurs théories qui expliquent I’origine des
tendinopathies du supra-épineux. Cependant, je ne citerais que celle de Neer (Neer 2005) qui
est la plus acceptée par le corps médical et orthopédique. Elle suit 3 stades cliniques (Neer
2005) (Figure 7) :

Stade 1 : Ce stade correspond & une irritation non significative de la coiffe. Il s’agit d’une
réaction de micro-cedéme et de micro-hémorragies au sein de la bourse sereuse sous-
acromiale. Ce stade se traduit par des signes asymptomatiques au repos mais des douleurs au
cours d’un travail prolongé avec des mouvements répétitifs.

Stade 2 : A ce stade, s’installe la fibrose de la bourse sous-acromiale, avec tendinopathie du
supra-épineux. Cliniqguement, la douleur survient en fin de journée. Pendant une élévation
prolongée du bras, les douleurs obligent le sujet a arréter son activité. La douleur céde au
repos. La bourse a perdu ses capacités lubrifiantes de glissement et les tendons sont
partiellement atteints.

Stade 3: A ce stade, la pathologie devient chronique et les Iésions tendineuses sont plus
séveres avec plus souvent une rupture dégénérative du supra-épineux. Les douleurs sont

permanentes, nocturnes et empéchent le sujet de dormir.

Bourse séreuse
et tSE abimés

Bourse
séreuse

Stade 1 Stade 2 Stade 3

Figure 7. Illustration schématique de 1’évolution de la tendinopathie du supra-épineux selon
Neer (Neer 2005).

Les trois stades apparaissent théoriquement a des ages différents : Le stade 1 vers 20 ans, le

stade 2 vers 30 ans et le stade 3 aprés 40 ans. En outre, plus le tendon vieillit, plus il
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s’atrophie, se fragilise et les lésions deviennent plus importantes que dans un tendon jeune
(Goutallier et al. 2003).

L’origine de la tendinopathie est degénérative, liée a une mauvaise vascularisation qui
entraine une réparation lente. D’importants efforts de recherche restent a accomplir en
particulier dans la caractérisation fine de ces tendinopathies et dans la connaissance du

contexte biomécanique qui les génere.

1.3. Physiopathologie de la tendinopathie du supra-épineux
Les tendinopathies se produisent fréquemment a la suite d’un usage excessif du tendon dans
un contexte professionnel ou sportif. La physiopathologie tendinopathique du supra-épineux
est vraisemblablement multifactorielle. En effet, la combinaison de facteurs intrinseques et
extrinseques peut étre impliquée dans cette pathologie (Longo et al. 2011) (Tableau 1). Les
mécanismes intrinseques, d'ordre biologique, ont été identifiés comme les blessures du tendon
qui proviennent du tendon lui méme, comme la dégénération intra-tissulaire. Alors que les
processus extrinseques, d'ordre mécanique, ont eté identifiés comme les blessures du tendon
induites par la compression et le frottement de ce dernier contre les structures osseuses
environnantes et plus particuliérement au niveau de la vo(te coraco-acromiale. Selon le
mécanisme prédominant, différentes approches permettant de prévenir et de traiter la
tendinopathie peuvent étre appropriées. Au cours de ce projet de thése, nous nous sommes

intéressés particulierement a l'incidence des facteurs extrinséques dans la pathologie.

Facteurs intrinséques

Facteurs extrinséques

Age et sexe de la personne

Travail

Vascularisation du tendon

Nutrition

Prédisposition anatomique
-position de 1"acromion
-espace sous-acromial
-mauvais alignement tendon/téte humérale

Sport
-tvpe de sport
-mauvais gestes techniques

Charge
-force excessive
-répétition et intensité élevée
-mouvements inhabituels

Laxité articulaire

Fatigue

Faiblesse et déséquilibre musculaire

Poids corporel

Equipements ¢t matcriels utilisés

Pathologie systémique
-diabete
-vieillissement

Conditions environnementales
-lempérature
-¢tat de surface du sol

épineux (Riley 2004).

Tableau 1. Les différents facteurs pouvant étre impliqués dans la tendinopathie du supra-

26



La tendinopathie s’accompagne généralement d’une élévation du nombre de micro-déchirures
dans le tissu tendineux qui sont détectables a 1’échographie comme des zones trés focalisées
de basse échogénicité. Ces micro-déchirures sont des facteurs prémonitoires de déchirures
partielle ou totale du tendon supra-épineux comme on peut 1’observer également dans le
tendon d’Achille (Gibbon et al. 1999). On assiste a la modification quantitative et qualitative
des éléments de la matrice extracellulaire dont le réseau collagénique et protéoglycanique et
enfin a une mort cellulaire élevée. Au niveau biomeécanique, on constate une perte de raideur
qui se traduit par une déformation excessive du tendon pour une méme intensité de contrainte.
Des signes cliniques inflammatoires (cedéme et douleur) sont présents a I’état installé de la
pathologie dans un tendon humain, sans qu’on puisse mettre en évidence de maniére
importante la présence de cellules inflammatoires et de marqueurs moléculaires
inflammatoires. Ainsi cette pathologie, dénommeée tendinose, est considérée désormais par de
nombreux scientifiqgues comme une pathologie dégénérative et non pas inflammatoire.

La tendinose qui perdure peut devenir une tendinite inflammatoire (Tableau 2). Celle-ci peut

conduire a une calcification de I’articulation ou une rupture partielle voire totale du tendon.

Diagnostic Evaluation macroscopique Histopathologie

Tendinose  Dégénération intra-tendineuse communément Désorientation et séparation des fibres de
causée par le vieillissement et la redistribution de collagéne, augmentation de la cellularité et de

I’apport sanguin la vascularité

Tendinite Dégénération symptomatique d’un tendon Dégénérescence accompagnée d’une
accompagnée par un bris vasculaire et une déchirure, d’accumulation de fibroblastes et

réponse inflammatoire myofibroblastes, d’hémorragie

Tableau 2. Différence macroscopique et histopathologique entre une tendinose et une
tendinite (Khan et al. 2002).

Seules les altérations mécaniques avancées (déchirure partielle ou totale) sont actuellement
accessibles aux traitements chirurgicaux ou pharmacologiques. Ainsi la plupart des études
existantes concernent des approches chirurgicales ou cliniques des tendinopathies. Peu de

données concernent les processus cellulaires et moléculaires a I’origine de cette pathologie.
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I1. Origine embryonnaire du tendon

Le systeme musculo-squelettique nécessite le développement temporel et spatial synchronisé
de 3 tissus: muscle, tendon et cartilage/os. Le tendon fait partie des tissus conjonctifs qui
n’ont pas beaucoup suscité 1’intérét des biologistes du développement comparé a d’autres
tissus mesodermiques tels que les vaisseaux sanguins, les os ou encore les muscles.
Cependant, des études récentes (Brent et al. 2003; Tozer et Duprez 2005) sur I’origine, la
structure et la différenciation du tissu tendineux au cours du développement ont contribué
significativement a améliorer nos connaissances. Les cellules du tendon proviennent d’un
compartiment mésodermique différent de celui des cellules myogéniques ; cependant, les
muscles et les tendons se développent en étroite association spatiale et temporelle. Les
tendons sont originaires du compartiment dorsal du sclerotome, appelé plus communément le
syndétome (Brent et al. 2003); alors que les muscles sont originaires du myotome. Les
tendons apparaissent dans le mésenchyme du bourgeon de membre & 6-8 semaines d’age feetal
et rejoignent ensuite les muscles. Le développement ultérieur des tendons nécessite
généralement la présence du tissu musculaire (Kieny et Chevallier 1979; Brent et al. 2005).
L’induction et la différenciation des cellules progénitrices du tendon se produisent en 3 phases
(Figure 8) (Schweitzer et al. 2010) :

1 phase : L’induction. L'induction initiale de I’expression de Scléraxis par les cellules
progénitrices du tendon se fait au niveau du syndétome. Cette induction est due a la
signalisation du Fibroblast Growth Factor (FGF), sécrété par le myotome adjacent, via le
facteur de transcription Pea3 (Brent et Tabin 2004). Les cellules progénitrices du tendon
situées au niveau de leur position fonctionnelle, c'est-a-dire entre les cellules myogéniques et
les cellules squelettiques, sont induites au niveau des bourgeons de membres ou leur induction
n’est pas liée a leur destination finale.

2°™ phase: L’organisation. Dans un embryon, les cellules progénitrices du tendon
s’organisent et se positionnent entre les cellules myogéniques différenciées et le tissu
squelettique tout au long du corps embryonnaire. Cette étape dépend de la signalisation du
TGF-B qui sert d’intermédiaire pour le recrutement de cellules progénitrices supplémentaires
provenant du muscle ou de 1’0s. De plus, le TGF-B exprimé par ces cellules, contribue au
maintien du phénotype ténoblastique des cellules progeénitrices.

3eme phase : La différenciation et 1’agrégation. Les cellules progeénitrices du tendon se
différentient, se condensent et s’organisent en tendons structurellement distincts reliant les
muscles et le cartilage. Dans certains cas, la différenciation des cellules progénitrices dépend

de I’expression et de la fonction du facteur de transcription scléraxis.
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Figure 8. Illustration des étapes et des régulateurs importants de la formation du tissu
tendineux au cours du développement. Scx=scléraxis, en vert les cellules progénitrices du
tendons, en blanc les cellules progénitrices provenant du muscle et de 1’0s. (Schweitzer et al.
2010).

Le tendon est un tissu tres dense composé de fibroblastes particuliers appelés ténocytes qui

produisent de la matrice extracellulaire, principalement du collagéne. Ce collagene s’organise

dans I’espace en réseau trés organisé de gros cable. Cette disposition spatiale et structurelle
confére au tendon une certaine résistance qui lui permet de jouer son rdle d’une fagon

optimale.

I11. Structure et fonction des tendons
11.1. Généralités

Le tendon est une structure qui lie les piéces osseuses aux muscles. Bien que passif (c’est-a-
dire ne produisant pas activement de mouvement comme le font les muscles), il joue un réle
essentiel dans la stabilisation et la mobilisation des articulations du squelette. Sa fonction
principale est de transmettre les forces musculaires aux piéces osseuses produisant par
conséquent la stabilisation ou le mouvement articulaire. Le tendon permet aussi au muscle
d’étre a une distance optimale de ’articulation favorisant ainsi un bras de levier permettant de
développer une force optimale. Il agit donc directement sur la facon dont la force musculaire
va stabiliser ou mettre en mouvement les os autour d’une articulation donnée. Tendon et
muscle forment ainsi une unité fonctionnelle dynamique qui permet le mouvement.

Le tendon est plus résistant que le muscle. Il peut étre soumis a des forces de traction et de
compression tres élevées. Il peut supporter, a certains endroits, 17 fois le poids du corps. Le
tendon joue le role d’amortisseur, de réservoir d’énergie et de maintien de la posture grace a
des éléments proprioceptifs (Benjamin et al. 1995). Contrairement au ligament qui offre une

stabilité permanente des articulations osseuses, le tendon offre une stabilité par intermittence
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avec 1’aide du muscle auquel il est attaché. L’augmentation du niveau de contraintes subies
par le tendon, induit une fragilisation de ce dernier qui absorbe et restitue ainsi moins
d’énergie et devient par conséquent moins efficace (Fyfe et Stanish 1992).

Le tendon concentre souvent la force musculaire sur une petite zone. Ceci permet ainsi aux
muscles de contréler I'intensité et la direction des forces. La force d'un tendon et sa capacité
de résistance dépendent de la composition et de la structure fibreuse interne, en particulier du
nombre, de la taille et de I'orientation des fibrilles de collagene qu'il contient.

I11.2. Structure et composition moléculaire du tendon
111.2.1. La structure

Le tendon apparait de couleur blanche car il est relativement peu vascularisé. Il varie en taille
et en forme, il peut étre aplati ou arrondi. Il peut étre a lI'origine ou a l'insertion d’un muscle
ou encore former une intersection tendineuse au sein d'un méme muscle.

Le tendon possede une structure hiérarchisée (Wang 2006) (Figure 9) rappelant étroitement la
structure du muscle strié squelettique. Le tendon est composé principalement de fibres de
collagenes de plusieurs types disposées en faisceaux de fibres primaires, secondaires et
tertiaires (Figure 9). Les différents types de collagene seront détaillés un peu plus loin dans ce
manuscrit. Elles sont orientées principalement dans 1’axe longitudinal. Les fibres
longitudinales se croisent formant ainsi des spirales et des tresses (Chansky et lannotti 1991;
Jozsa et al. 1991). Outre ces fibres longitudinales, il existe des fibres transversales et
circulaires (Jozsa et al. 1991). Dans un tendon, lorsque la contrainte est appliquée dans les
trois directions de I'espace, les faisceaux de fibres s’entremélent sans orientation organisée.
Mais si la contrainte est exercée dans la seule direction longitudinale, les fibres s'organisent
davantage en s’orientant parallélement a la force de traction.

Le tendon est couvert par deux gaines fibreuses, la plus interne appelée épiténon et la plus
externe nommeée paraténon. Les faisceaux de fibres primaires, secondaires et tertiaires sont
recouverts par une gaine appelée endoténon (Butler et al. 1978). Ces gaines, ou aponévroses,
sont composees de plusieurs couches de fibres de collagénes denses et bien organisées. Elles
permettent aux faisceaux de fibres de glisser entre elles et au tissu tendineux de glisser sur les
piéces osseuses. Elles réduisent les forces de friction lorsque le tendon glisse sur une poulie
osseuse ou lorsque le muscle se contracte (Kastelic et al. 1978). La plupart des aponévroses
sont principalement fibreuses, mais elles peuvent egalement étre fibro-cartilagineuses

(Benjamin et al. 1995) comme dans le cas des tendons du long et du court fibulaire.
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Figure 9. Représentation schématique de la structure hiérarchisée du tendon (Wang 2006).

Le tissu tendineux est composé de 60 a 80% d’eau (Woo et al. 2000; Kjaer 2004; Wang
2006), de 7 a 10 % de cellules et de la matrice extracellulaire. La MEC est constituée de
collagéne (80 a 86%), d’élastine (2%) et des protéoglycannes (3 a 5%) (Jozsa et Kannus 1997,
Woo et al. 2000).

111.2.2. La vascularisation
Comparé a celle des muscles, la vascularisation du tendon est trés limitée, notamment au
niveau de la zone centrale. Cette vascularisation réduite pourrait expliquer la difficulté et le
temps nécessaire d’un tendon a se régénérer lors d’une rupture. La surface occupée par les
vaisseaux ne représente qu’environ 1-2% de la surface totale du tendon. Les vaisseaux sont
disposés longitudinalement sur toute la longueur du tendon. Depuis le paraténon, ils atteignent
I’épitenon puis envahissent I’endoténon (Ahmed et al. 1998) jusqu'aux faisceaux primaires de

fibres de collagene (Figure 10). En raison de leur longueur importante et des étirements qu’ils
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subissent lors de la contraction musculaire, les tendons ont la nécessité d’avoir des vaisseaux

disposés de maniére sinueuse pour éviter la rupture.

Figure 10. Représentation schématique de la vascularisation du tendon. 1: artére et veine. 2:

artérioles entre les faisceaux de fibres primaires de collagéne.

Le muscle et I’os peuvent fournir une vascularisation supplémentaire au tendon provenant
respectivement du périmysium et de la jonction ostéo-tendineuse (Carr et Norris 1989).
Cependant, le débit sanguin au sein de cette vascularisation n’est pas le méme que celui du
muscle. En effet, il est 3 fois moins important dans un tendon. Il est également connu que le
débit sanguin dans un tendon augmente de 7 fois avec 1’exercice physique et pendant la
réparation tissulaire, tant chez les individus jeunes que les individus agés (Boushel et al.
2000; Knobloch 2008). Dans le muscle, le débit sanguin augmente de 20 fois dans des
conditions d’exercices physiques similaires (Boushel et al. 2000). Ce qui veut dire que les
flux sanguins du tendon et du muscle ne sont pas corrélés et que le tendon possede son propre

systeme de régulation.

111.2.3. Les fibroblastes du tendon : les ténocytes
Les types cellulaires du tendon sont des fibroblastes particuliers (différenciés) appelés
également ténocytes. lls sont plats et coniques. lls possédent une forme de fuseau en coupe
longitudinale (Figure 11) et présentent de longs prolongements cytoplasmiques en étoile,

visibles en coupe transversale (Figure 12).
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Figure 11. Image en microscopie électronique d’une coupe longitudinale d’un ténocyte. N :

nucléole, Co : collagéne, R : réticulum endoplasmique (Kraushaar et Nirschl 1999).

Les ténocytes sont disposes longitudinalement en rangées de cellules entre les fibres de
collagene (Butler et al. 1978). Les ténocytes communiquent entre eux via des prolongements
cellulaires et si nécessaire, ils peuvent migrer au sein du tendon vers des zones lésées afin
d’induire la cicatrisation (O'Brien 1997; Kraushaar et Nirschl 1999). L'architecture des
ténocytes et leurs interconnexions forment un réseau tridimensionnel autour des fibres de
collagene permettant les interactions cellule-cellule. In vitro, il a été montré que les ténocytes,
sous la contrainte mécanique, augmentent leurs interconnexions et également leur synthése de
collagéne. En effet, I'inhibition pharmacologique de ces interconnexions conduit a I’inhibition
de synthese du collagéne (Waggett et al. 2006). Les ténocytes sont des cellules mécano-
sensibles qui répondent a une contrainte mécanique en exprimant plusieurs composants

matriciels quantitativement et qualitativement adaptés (Banes et al. 1999).
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Figure 12. Image en microscopie électronique d’une coupe transversale d’un ténocyte

(Kraushaar et Nirschl 1999).

Les ténocytes ont une grande activité proliférative et réparatrice. lls possedent un réticulum
endoplasmique rugueux (RER) beaucoup plus développé, ce qui traduit une activité de
synthese importante. Ils synthétisent davantage les composants de la matrice extracellulaire
du tendon tels que les protéoglycanes, 1’¢élastine, les glycoprotéines et surtout le collagene
dont la nature et I’orientation ne sont pas encore définitives. Par la suite, le collagéne
essentiellement de type I s’organise en fibres longitudinales caractéristiques du tendon (Beck
et al. 1996).

111.2.4. Les fibres et fibrilles de collagenes
111.2.4.1. Structure du collagéne
Le collagene est une protéine fibrillaire, composée de trois chaines alpha polypeptidiques
enroulées autour d’'un méme axe et formant, sur la majeure partie de leur longueur, une

structure en triple hélice (Figure 13).
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Figure 13. Structure détaillée d’une fibrille de collagéne de type 1 (O Brien M. Tendon injuries -

basic science and clinical medicine. Edition Springer, page 10, 2005)
Ces trois chaines présentent des especes différentes qui peuvent se combiner de différentes

manieres et donc former des types moléculaires variés. Chaque type de collagéne posséde une

structure propre et se retrouve dans des tissus spécifiques (Tableau 3).
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Type Composition moléculaire Geénes Distribution tissulaire
Collagénes fibrillaires
| [ad(1)]2 a2(1) COL1A1 Os, derme, tendon, ligament, cornée
COL1A2
I [al(I)]s COL2A1 Cartilage, tendon
1" [al(1)]s COL3A1 Peau, tendon, paroie des vaisseaux, poumon, foie, rein
\% al(V),a2(V),a3(V) COL5A1 Poumon, tendon, cornée, os, membrane feotale
XI al(XDa2(XN)a3(XI) COL11A1 Cartilage, tendon
COL11A2

COL11A3 = COL2A1

Collagénes formant la membrane basale

v [al(IV)]2 a2(IV); al-a6 COL4A1 Membranes basales des vaisseaux sanguins, muscle
COL4A2
COL4A3
COL4A4
COL4A5
COL4A6
Collagénes microfibrillaires
VI al(VI),a2(VI),a3(VI) COL6A1 Dermes, cartilage, tendon, placenta, poumon, paroie des
COL6A2 vaisseaux, disques intervertebraux
COL6A3
Collagene d’ancrages
Vi [al(VID)]s COL7A1 Peau; junction derme-épiderme; muqueuse orale, col de
I’utérus
Collagenes formant les réseaux hexagonaux
Vil [al(VIID]z a2(VIII) COL8A1 Cellules endothéliales, membrane de Descemet
COL8A2
X [a3(X)]s COL10A1 Cartilage hypertrophié, région fibrocartilagineuse
Collagénes FACIT
IX al(IX)a2(IX)a3(1X) COL9A1 Cartilage, cornée
COL9A2
X1l [a1(XI1)]s COL12A1 Perichondre, ligament, tendon
XIvV [al(XIV)]s COL14A1 Derme, tendon, paroie des vaisseaux, placenta, poumon, foie
XIX [al(XIX)]s COL19A1 human rhabdomyosarcoma
XX [al(XX)]s COL20A1 Epithélium cornéen, peau embryonaire, cartilage du sternum,
tendon
XXI [al(XXD)]s COL21A1 Paroie des vaisseaux sanguin
Collagénes transmembranaires
X1 [al(XI)]s COL13A1 Epiderme, follicule de cheveu, endomysium, intestin,
chondrocytes, poumon, foie
XV [al(XVII)]s COL17A1 Jonctions derme-épiderme
Multiplexines
XV [al(XV)]s COL15A1 fibroblaste, cellules musculaires lisses, rein, pancréa
XVI [al(XVI)]s COL16A1 fibroblaste, amnion, keratinocytes
XV [al(XV1II)]s COL18A1 Poumon, foie

Tableau 3. Tableau des différents types de collagénes et leur distribution tissulaire (Gelse et

al. 2003).
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L’arrangement des collagénes en triple hélice est rendu possible grace a la répétition de
triplets d’acides aminés de type (Gly-X-X), ou X et X’ sont fréqguemment la proline (40% des
cas) et la 4-L-trans-hydroxyproline (10% des cas) (Figure 13E). Le nombre de répétitions
varie selon le type de collagene. Dans le cas des collagénes fibrillaires comme le collagéne de
type |, le triplet est répété de facon continue sur une distance d’environ 1000 acides amines,
alors que les collagénes non fibrillaires présentent des interruptions de ce motif le long de leur
séquence primaire, conduisant a la formation de domaines « non collagéniques » plus
nombreux. L'enroulement des 3 chaines alpha, aboutit & la constitution de la molécule de
collagéne, appelée aussi tropocollagéne, dont la cohésion est assurée par des liaisons
hydrogene entre la glycine et I'hydroxyproline.

La molécule de collagene est longue d’environ 300 nm avec un diameétre de 1.5 nm. Les
chaines alpha sont constituées chacune d’environ 1050 acides aminés pour une masse
moléculaire approximative de 95 kDa (Ricard-Blum et Ruggiero 2005). Dans la molécule de
procollagéene immature, il existe une succession de domaines globulaires qui sont les parties
N- et C-terminales et de domaines hélicoidaux qui formeront aprés maturation les molécules
de collagénes matures. La molécule de procollagéne renferme 1400 acides aminés. De chaque
coté de la molécule en triple hélice, on trouve des régions non hélicoidales composées de 16 a
24 résidus d’acides aminés appelées télopeptides. Ces dernieres ont principalement un role

stabilisateur des fibres de collagene et régulateur des fonctions cellulaires.

111.2.4.2. La biosynthese du collagéne

Les génes des collagenes sont transcrits sous forme de pré-pro, puis de pro-chaines alpha
(procollagene). Suite a la traduction, les résidus proline et lysine sont hydroxylés en
hydroxyproline et hydroxylysine, des glucides (glucose et galactose) sont ensuite ajoutés aux
chaines de procollagéne dans la lumiére du réticulum endoplasmique (Figure 14).
L’hydroxyproline représente 12 a 14 % des acides aminés de la molécule de collagene
(Kivirikko et al. 1989).

Aprés clivage du peptide signal, les chaines de procollagene s’assemblent en triple hélice
(Figure 13D et 14) dans la lumiére des vésicules de Golgi aprés les étapes d’hydroxylation et
de glycosylation. La triple hélice est stabilisée par des ponts disulfures mis en place entre les

propeptides C-terminaux par la disulfure isomérase sous-unité B de la prolyl 4-hydroxylase.
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Figure 14. Représentation des étapes de production des collagenes (O 'Brien M. Tendon injuries

basic science and clinical medicine. Edition Springer, page 10, 2005)

Les molécules de procollagéne sont ensuite transportées a I’extérieur de la cellule, ou elles
sont converties en collagéne. Ce processus implique le clivage des propeptides N- et C-
terminaux par la procollagéne N-protéinase et la procollagéne C-protéinase (endopeptidases)
qui élimine les ponts disulfures reliant les chaines de collagéne. Cette étape est nécessaire a la
fibrillogenése ultérieure. Selon le modele le plus accepté, les molécules de collagénes
s’associent radialement par six grace a des liaisons hydrophobes et des liaisons hydrogenes,
parallelement entre elles et avec un décalage d’environ un quart de leur longueur. Cette
association produit dans les fibrilles une alternance de bandes claires et sombres qui leur
donne un aspect strié, caractéristique en microscopie électronique, d’une périodicité de 64 nm.

Cette périodicite représente une zone appelée zone GAP. Ce décalage laisse libre une de leurs
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extrémités et permet ainsi la formation de fibres d'épaisseur et de longueur virtuellement
indéterminées. Dans le tendon, la présence de ce décalage est importante car elle permet la
communication entre les cellules via leur prolongement cytoplasmique (Khan et Scott 2009).
A ces fibrilles de collagéne s’associent d’autres molécules, comme la décorine ou le
biglycane, qui participent a la régulation du diametre de ces fibrilles (Danielson et al. 1997;
Keene et al. 2000). En effet, en les entourant, ces protéoglycannes limitent 1’association des

molécules de collagéne et par conséquent leur diametre.

Le collagene est synthétisé de fagon importante au cours du développement embryonnaire,
mais cette synthese est fortement ralentie aprés la naissance et chez I'adulte ou le

renouvellement des molécules de collagénes devient extrémement lent (Lejard et al. 2007).

111.2.4.3. Les collagénes du tendon
Au sein du tissu tendineux, il existe de nombreux types de collagene. On y trouve du
collagene de type I, II, 111, V, VI, XlI et XIV (Tableau 4). Le collagéne de type | représente
95% du collagéne total du tendon (Evans et Barbenel 1975; Riley et al. 1994), ce qui fait de
lui le composant le plus abondant de la matrice extracellulaire. Il forme la structure de base du
tissu tendineux et est trés résistant aux forces de traction notamment grace a sa capacité a
s’organiser en fibres collagéniques longitudinales (Riley et al. 1994). Dans un tendon sain, le
collagéne de type Il est principalement localisé dans 1’endoténon et 1’épitenon (Duance et al.
1977). L’augmentation de son expression est souvent un indicateur d’une 1ésion tendineuse
(Eriksen et al. 2002) et d’une fibrose. Le collagene de type Il est constitué de fibres plus
fines et moins bien organisées (Lapiere et al. 1977) que celles du collagene de type I. Il est
plus flexible que le collagéne de type | et se déforme davantage sous les forces de traction, ce
qui peut diminuer la force mécanique qu’il transmet. Le collagéne de type VI est intercalé
entre les fibres de collagéne de type | et régule la croissance de ces dernieres (Birk et al.
1990). Le collagéne de type Il est limité aux zones fibro-cartilagineuses du tendon, c'est-a-
dire a la jonction ostéo-tendineuse et aux régions en contact avec les poulies osseuses. Il
permet au tendon d'assurer son réle de transition mécanique entre le muscle et I'os, en lui
conférant une augmentation de la raideur et de la résistance en compression (Archambault et
al. 2007). Cependant, les microtraumatismes répétés, dus a une sur-utilisation, induisent des
micro-ruptures au niveau intra-fibrillaire qui deviennent par la suite des ruptures partielles ou

totales des fibres de collagene.
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Type de collagéne

Structure moléculaire

Localisation et fonction

[ [a1(D], a2(1) Collagéne prédominant du tendon (95% du collagéne total)

Il [al(1D)]s Localisé dans les zones de compression, caractéristique du
tissu cartilagineux, forme un réseau collagenique moins
organisé

11 [a1(11D]s Localis¢ dans 1’endotenon, forme des fibrilles moins

organisées et plus petites

\% al(V),a2(V),a3(V) Represente le core des fibrilles de collagéne de type |

Xl al(XDo2(XDa3(XI) Représente le core des fibrilles de collagéne de type 11

v [a1(IV)], a2(1V); al-a6  Localisé dans la membrane basale des vaisseaux sanguins

4 al(V1),a2(V1),a3(VI) Associé aux tenocytes, localisé de fagon tridimensionnelle
entre les grosses fibrilles de collagene

X [a3(X)]5 Localisé au niveau des insertions tendineuses, associé a la
minéralisation du tissu

IX al(1X)a2(IX)a3(1X) Sert d’intermédiaire pour les interactions entre les ténocytes
et la matrice via le collagene de type 11

XIl [al(XID]; Sert d’intermédiaire pour les interactions entre les ténocytes
et la matrice via le collagéne de type |

XIV [al(XIV)]3 Sert d’intermédiaire pour les interactions entre les ténocytes

et la matrice via le collagéne de type |

Tableau 4. Composition moléculaire en collagéne de la matrice extracellulaire du tendon
(Riley 2005).

111.2.4.4. Régulation de la synthese des collagenes dans le tendon

Le stress mécanique via différents facteurs de croissance et cytokines, comme le TGF-$
(Transforming growth factor-beta), I’IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), le CTGF
(Connective tissue growth factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor), IL-1 (Interleukin 1) et
IL-4 ((Interleukin 4), peut induire une augmentation de la synthese du collagene dans le tissu
tendineux (O'Callaghan et Williams 2000,Kjaer, 2004 #179) (Figure 15). Cette synthése, due
au stress mécanique, est donc directement dépendante des mécanorécepteurs cellulaires
tendineux qui vont activer la production des facteurs de croissance. Ces derniers en agissant
sur leurs récepteurs spécifiques réguleront la synthese collagénique. D'autre part, il est
généralement admis que certains facteurs de croissance, comme le TGF-pB, peuvent induire
directement la synthése de collagéne et d’autres facteurs de croissance comme le CTGF ou le
FGF (Strutz et al. 2001) qui induisent a leur tour la synthése de collagéne.

Tous ces mécanismes sont donc liés et plusieurs facteurs pourraient agir simultanément pour

finalement mener a la régulation de la synthese du collagene tendineux.
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Figure 15. Schéma illustrant I’influence potentielle de nombreux facteurs sur le contenu en

collagene du tissu tendineux (Kjaer 2004).

D’autres facteurs intrinseques peuvent donc influencer la régulation de la synthese du
collagéne par les cellules tendineuses comme 1’age, la nutrition, la prédisposition anatomique
du tendon, le poids corporel, etc. Des facteurs extrinseques peuvent également influencer ces
mécanismes comme une intensité élevée de contrainte due a 1’application d’une force
excessive sur le tendon, une intensité élevée de stress mécanique, la fatigue mécanique, etc
(Riley 2004).

111.2.5. Les protéoglycanes (PGs)
111.2.5.1. Généralités
Les protéoglycanes (PGs) sont des macromolécules hydrophiles complexes constituées d’un
core protéique (partie polypeptidique) sur lequel sont fixés, par I’intermédiaire de liaisons
covalentes, des composants polysaccharidiques qu’on appelle les glycosaminoglycannes
(GAGS). Les PGs sont situés a la surface des cellules, dans la matrice extracellulaire et ils
peuvent étre dans certains cas intracellulaires voire circulants. Ils ne représentent que 3 a 5%
du poids sec total d’un tendon. Les GAGs représentent plus de 90% de la masse totale des

PGs. IlIs sont accrochés dans ’appareil de Golgi sur des résidus sérine ou thréonine de la
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chaine polypeptidique par une liaison de type O-glycosidique (au moyen d’un trisaccharide de
liaison: xylose-galactose-galactose).

Grace a leurs fonctions acides, les GAGs conferent aux PGs des charges négatives permettant
de piéger cations et eau, contribuant ainsi a ’hydratation du tissu tendineux et a sa résistance
a la déformation sous I'effet de forces de traction, de compression et de cisaillement. De plus,
la gamme de métabolites avec lesquels les GAGs interagissent est si large (facteurs de
croissance, cytokines, chimiokines, enzymes et autres protéines de la MEC) que les PGs sont
impliqués dans de nombreux processus biologiques essentiels tels que la prolifération, le
remodelage matriciel, la migration, 1’angiogenése, ctc. Par exemple, les PGs jouent un réle
important dans la formation des fibrilles et des fibres de collagénes (Scott 1988) en régulant
leur diameétre (Danielson et al. 1997; Keene et al. 2000) par inhibition de leur fibrillogenese
(Keene et al. 2000).

Les PGs représentent potentiellement une classe de protéines tres diversifiée. A un méme core
protéique, plusieurs types de chaines de GAGs peuvent y étre attachés en nombre plus ou
moins important. On distingue au sein du tendon, les grands PGs (ex. versicane et
aggrécanne) et les petits PGs (ex. décorine et biglycane) (Keene et al. 2000). L’appellation
grands ou petits PGs fait référence a la taille du core protéique mais également au nombre de

chaines de GAGs associées (Figure 16).
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Figure 16. Représentation schématique de divers PGs et leurs chaines de GAGs associés
(Ruoslahti 1989).

111.2.5.2. Les glycosaminoglycanes (GAGS)
111.2.5.2.1. Généralités
Les GAGs sont des chaines polysaccharidiques non ramifiées, constituées par polymérisation
d’unités disaccharidiques répétitives. Ces disaccharides sont composés de 2 sucres simples
non hydrolysables qui sont reliés entre eux par une liaison osidique (1-3 ou 1-4). Ils peuvent
étre plus ou moins sulfatés et sont composés d’une maniere générale d’un acide hexuronique

(acide glucuronique (GIcA) ou acide iduronique (IdoA)) et d’une hexosamine (N-
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acetylglucosamine (GIcN) ou N-acétylgalactosamine (GalN). La configuration répétitive de
ces disaccharides dans chaque GAG peut étre modifiée par la configuration des groupements
sulfates. Du fait de la présence des groupements sulfates ou carboxyles sur la plupart de leurs
sucres, les GAGs possédent une forte charge négative. En effet ce sont les molécules les plus
anioniques produites par les cellules animales. Leurs propriétés physico-chimiques sont
directement liées au degré de sulfatation. Ainsi la configuration sous-jacente répétitive de ces
disaccharides dans chaque GAG peut étre modifiée par la configuration complexe des
groupements sulfates.

Les GAGs présentent une grande hétérogenéité. En effet, la longueur, la composition, le type
de liaison osidique de ses chaines oligosaccharidiques et le nombre de groupements sulfates
peut étre tres variable. Ainsi, le nombre de combinaisons et de structures possibles pour une
chaine oligosaccharidique semble étre quasi infini.

On distingue 5 groupes ou sous-familles qui sont les héparanes sulfates (HS), les
chondroitines sulfates (CS), les dermatanes sulfates (DS), 1’acide hyaluronique (AH) et les
kératanes sulfates (KS) (Tableau 5). L’acide hyaluronique est le seul GAG a ne pas posséder

des groupements sulfates.

GAG Acide uronique Hexosamine disaccharide
6-0-50,
oo 7
\ C OH
7 - - - ) 0 0
Héparine (Hp) Acide D-glucoronique HO HO
H OH Ac-N O~
ou D-glucosamine / \
Héparane sulfate (HS) Acide L-iduronique 3-0-50; \

2-0-80, N-SO;
GlcAB(1-4)GIcNAca,(1-4)
IdoAo(1-4)GlcNAco(1-4)

4-0-50; 6-0-50,

~N 7
f}oo- OH  on
(0]
0~ S i E o /0
Chondroitine sulfate (CS) Acide D-glucoronique D-galactosamine HO o AN

GlcAB(1-3)GalNAcB(1-4)

4-0-50, 6-0-50,

oo 9" on
(0]
Acide D-glucoronique "m, o&/o
Dermatane sulfate (DS) ou D-galactosamine o AeN
Acide L-iduronique 20250,

GIcAB(1-3)GalNACP(1-4)
IdoAa(1-3)GalNACB(1-4)
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Acide hyaluronique (AH) Acide D-glucoronique D-glucosamine oH
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GlcAB(1-3)GIcNACB(1-4)
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n
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Tableau 5. Représentation schématique des motifs disaccharidiques répétitifs constituant les

différents GAGS. En rouge, les positions possibles de sulfatation ; et en vert, les autres

modifications.

Dans le tissu tendineux, la concentration des GAGs est beaucoup moins importante que dans
le tissu cartilagineux ou dans d'autres types de tissu conjonctif. Les zones de tension d'un
tendon comprennent environ 0,2% de GAGs du poids sec, dont 60% de DS, tandis que les
régions de compression dont les zones d'insertion osseuse comprennent de 3,5% a 5,0% de
GAGs dont 65% de CS (Merrilees et Flint 1980). Les HS se trouvent principalement & la

jonction myotendineuse (Jarvinen et al. 1991).

111.2.5.2.2. Les sous-familles des GAGs
111.2.5.2.2.1. L’Héparine (Hp) et les héparanes sulfates
(HS)

Les héparanes sulfates (HS) ou 1’héparine (Hp) sont des GAGs dont I’unité disaccharidique
est composée d’un acide hexuronique et d’une N-acétyl-glucosamine liées ainsi: 4GlcAal-
4GlcNAcal (Tableau 5). La glucosamine peut étre soit N-acétylée (GICNAC) soit N-sulfatée
(GIcNS). Une 6-O-sulfatation (GIcNACc(6S) ou GIcNS(6S)) et une 3-O-sulfatation sur les
GIcNS (GIcNS(3S) ou GIcNS(3,6S)) peuvent également avoir lieu. Au cours de la synthése
des HS, TI’acide glucuronique (GIcA) peut étre épimérisé en C5 pour donner I’acide
iduronique (IdoA). Les deux formes épimérisées peuvent également subir ensuite une 2-O-
sulfatation: IdoA(2S) et GICA(2S). Il est rare, mais possible de trouver la glucosamine sous
forme non aminée (GIcNH;) (Rabenstein 2002). Les HS se composent d’une alternance de

région tres sulfatées (regions dites de type héparine) et de régions peu ou pas sulfatées
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(Lindahl et al. 1998; Esko et Lindahl 2001; Gallagher 2001). Toutes ces modifications
(sulfatation et epimérisation) générent une hétérogénéité et une variabilité de structure quasi
infinie le long d’une chaine de HS.

L’héparine et les HS n’ont pas le méme lieu de synthése et n’ont pas les mémes fonctions.
L’héparine est uniquement exprimée par les mastocytes situés dans les tissus conjonctifs. Les
HS, quant a eux, sont exprimeés par la plupart, voire toutes les cellules. Sauf digestion
enzymatique par des héparanases ou des héparitinases, les HS ne se trouvent jamais sous
forme libre mais associés a divers cores protéiques pour former les protéoglycanes a
héparanes sulfates (HSPGs). Ces HSPGs se trouvent soit dans les matrices extracellulaires,

soit a la surface des cellules (Rabenstein 2002).

111.2.5.2.2.2. Les chondroitines sulfates (CS)
Le chondroitine sulfate (CS) ou sulfate de chondroitine, est un GAG que ’on retrouve
principalement dans les tissus conjonctifs. L unité disaccharidique de base qui le compose est:
4GlcAB(1-3)GalNAcP1 (Figure 17 et Tableau 5). Comme les autres GAGs, il peut subir des
modifications en fonction des cellules qui le synthétisent ou du contexte physiologique
(normal ou pathologique). Ainsi, sur toute la chaine de CS, la N-acétyl-galactosamine peut
étre sulfatée en position C4 pour donner le chondroitine sulfate de type A (CS-A) ou en

position C6 pour donner la CS-C.

OR? OR!
Q
CS- Rl R2 R3
A SOy H
AcN -

o0 d o0 _ B H SOy SO,

oM C SO, H H
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E SO, SOy H

o]
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Figure 17. Représentation des différents types de chondroitines sulfates et de leur position de

sulfatation.
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111.2.5.2.2.3. Les dermatanes sulfates (DS)

Les DS sont souvent classés comme étant des dérivés des CS. On peut d’ailleurs les trouver
sous le nom de CS-B. En fait, on pourrait définir les DS comme étant des chaines de CS
comportant au minimum un acide iduronique issu d’une épimérisation en C5 d’un acide
glucuronique (Tableau 5). Ainsi, I’information structurale que peut contenir les chaines de DS
est plus diversifiée que celle des CS puisque 1’acide glucuronique peut étre épimérisé pour
donner I’acide iduronique qui peut alors étre 2-O-sulfaté. La réaction d’épimérisation se fait
préférentiellement lorsque la GalNAc est 4-O-sulfaté.

L’épimérisation de 1’acide uronique qui distingue les CS des DS ne se fait pas d’une fagon
aléatoire. En effet, la caractérisation d’interactions protéines-GAGS a permis de démontrer
que cette épimérisation pouvait apporter une certaine spécificité fonctionnelle aux DS qui leur
confere des rdles biologiques particuliers. Les DS, par exemple, vont interagir avec [’héparine
co-facteur Il alors que les CS ne le peuvent pas (Mascellani et al. 1993). Plus spécifiquement
encore, seuls les DS parmi les GAGs sont capables d’activer le NF-kB dans des cellules
endothéliales in vitro et d’induire I’expression d’Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
par un mécanisme encore mal défini (Penc et al. 1999). De plus, les interactions des DS avec
certains facteurs de croissance comme HARP/Pleiotrophine sont essentielles pour leurs

activités biologiques (Vacherot et al. 1999).

111.2.5.2.2.4. L’acide hyaluronique (AH)
L’AH a été décrit pour la premiere fois au début des années 50 (Meyer et al. 1953). C’est un
GAG composé d’une seule unité disaccharidique répétitive constitué de GICA et de GICNAc
(4GIcAB(1-3)GIcNAcpl-). L’AH présente une taille moyenne entre 10° et 10° kDa
représentant environ 50000 unités disaccharidiques. Il a la particularité de ne jamais étre lié a
un core protéique et de n’étre jamais sulfaté. Il est largement réparti dans les tissus conjonctifs
et épithéliaux. La charge anionique qu’il posseéde par la présence d’acétates, fait de ce GAG
une molécule déterminante dans le maintien de I’hydratation tissulaire (Turino et Cantor

2003).

111.2.5.2.2.5. Les kératanes sulfates (KS)
Les kératanes sulfates (KS) ont été identifiés pour la premiére fois au début des années 40
dans des extraits de cornée bovine, mais réellement caractérisés bien plus tard par Meyer et al
(Meyer et al. 1953). Trois types de KS ont été ainsi identifiés: les KS de type I, Il ou Ill. Cette

distinction est liée au fait que les KSI se lient a un corps protéique par une asparagine (Asp)
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(N-glycosylation) alors que les KSII et Ill se lient aux Ser ou Thr (Funderburgh, 2000 ;
Krusius et al, 1986). Bien que les KS soient classés dans la famille des GAGs, ils présentent
plusieurs particularités exceptionnelles. Chaque unité disaccharidique de KS est constituée
d’un galactose a la place d’un acide hexuronique et d’un glucose N-acétylé (Tableau 5). Ces
disaccharides (3Galp(1-4)GlcNacP1) peuvent étre sulfatés en C6 sur les deux oses. Un fucose

peut également se fixer sur la glucosamine (Greiling 1994).

111.2.5.2.3. La biosynthése des GAGs
Comme nous venons de le préciser, les GAGs constituent une famille de macromolécules
ayant des caracteéristiques différentes par leur structure, leur taille, leurs modifications post-
synthétiques, leurs lieux de biosynthése, leur fonction et leur localisation. Ainsi, on distingue
2 types de biosynthese : la biosynthése de I’AH, le seul GAG « libre » non lié a un core
protéique, et la biosynthése des autres GAGs « a protéoglycane » liés a un core protéique pour

donner des PGs.

111.2.5.2.3.1. La biosynthése de I’AH, le seul GAG
« libre »

L’AH est un GAG particulier mais c’est le moins complexe. En effet, il est synthétisé
directement dans 1’espace extracellulaire par des enzymes spécifiques qu’on appelle les AH
synthases (HAS) et ne subit aucune modification post-synthétique. Chez les mammiféres, 3
HAS ont été identifiées (HAS I, 11 et 111) (Weigel et al. 1997) et elles agissent d’une maniére
unique et spécifique. Contrairement a tous les autres types de GAGs, 1’élongation de I’AH par
ajout de monosaccharides se fait sur la partie réductrice de la chaine puisqu’elle est libre et
non greffée a un core protéique.

La longueur de la chaine des AH semble étre un élément essentiel de la régulation de leur
fonctions biologiques (Noble 2002). Cette longueur dépend de I’activité de chacune des
enzymes HAS. Les HAS 1, 11 et 11l produisent respectivement des chaines d’une longueur de
2.10° Da, de 2.10° Da et de supérieur & 2.10° Da.

111.2.5.2.3.2. La biosynthése des GAGS « a
protéoglycane »
A T’exception de I’AH, tous les autres GAGs sont synthétisés a partir d’un core protéique.
Selon le core protéique et I’environnement tissulaire, la nature des GAGs synthétisés varie.

Cependant, le méme schéma est généralement observé. En effet, une séquence tetra-
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saccharidique consensus d’ancrage, appelée également « linker », est ajoutée sur un acide
aminé bien précis (la sérine ou la thréonine) et 1’élongation peut alors étre initiée (Figure 18).
A cet acide aminé, une xylose est ajoutée sur la sérine suivie par 1’ajout de 2 résidus

galactosamines puis d’un acide glucuronique.
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Figure 18. Biosynthese des chaines oligosaccharidiques d’HS, de CS et de DS (Sasisekharan
et al. 2006).

Chaque réaction est catalysée par des glycosyltransférases spécifiques qui sont respectivement
la xylosyltransférase (XylIT), la galactosyltransférase | (GalT-1) puis la galactosyltransférase 11
(GalT-) et enfin la glucuronyltransférase | (GICAT-1). Les enzymes GIcNAc transférase | et
GalNAc transférase I ou II permettent respectivement 1’ajout sur le tétra-saccharide d’ancrage
d’une GIcNAc ou d’une GalNAc. Cette étape est décisive pour le choix de biosynthése entre
les Héparines/HS et les CS/DS. Les GAGs peuvent alors étre synthétisés par 1’ajout alternatif
et répété¢ d’un acide glucuronique et d’une hexosamine N-acétylée. Les Heparine/HS sont
synthétisés par I’HS polymérase composée de deux enzymes EXT1 et EXT2 qui possédent les
activités de GICNACc transférase et GICA transférase. La synthese des CS et des DS est

possible grace a la Chondroitine Synthase (ChSy). Cette enzyme récemment découverte
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possede les deux activités enzymatiques qui sont les GalNAc transférase Il et GIcA
transférase II.

Le mécanisme de polymérisation ainsi achevé, des modifications post-synthétiques peuvent
avoir lieu. Elles se déroulent de facon bien ordonnée. Ces modifications qui sont la
déacétylation, 1’épimérisation et la sulfatation, ont lieu dans 1’appareil de Golgi grace a des
enzymes spécifiques qui agissent directement sur les polysaccharides déja polymérisés. Elles
sont essentielles pour rendre les GAGs fonctionnels. L’environnement biologique a une trés
grande importance sur les différentes modifications qui peuvent orner les GAGs. Chaque
modification est effectuée sous le controle d’enzymes (Tableau 6) régulées de maniére fine
afin d’aboutir aux structures de GAGs nécessaires pour répondre aux besoins du

microenvironnement biologique tissulaire (physiologique ou pathologique) a un instant

donné.
GAGS, Enzymes Nomenclature Réle
concerneés

N-déacétylase/N- NDST1, NDST2, NDST3, N-déacétylent et N-sulfatent la
sulfotransferase 1/2/3/4 NDST4 GIcNAc
C5 épimérase C5 épimérase Epimérisation en C5 de GIcA

Héparine/ 2-O-sulfotransférase 20ST Sulfatent I’IdoA en position C2 et

Héparane bloquent 1’épimérisation

Sulfate

6-O-sulfotransferase
1/2/2S/3

3-O-sulfotransferase
1/2/3a/3b/4/5

60ST1, 60ST2, 60ST2S,
60ST3

30ST1, 30ST2, 30ST3a
30ST3b, 30ST4, 30ST5

Sulfatent la GIcNS ou la GIcNACc en
position C6

Sulfatent la GICNS en position C3

Chondroitine

C5 épimérase

Chondroitine 4-O-
sulfotransferase 1/2/3 et
dermatane-4-O-
sulfotransferase

C5 épimérase

C4ST1, D4ST, C4ST2,
C4ST3

Epimérisation en C5 de GIcA

Sulfatent le GlcA ou I’IdoA en
position C4, DAST appelé aussi
CHST4 est spécifique des DS

Sulfate/ Chondroitine 6-O- C6ST1, C6ST2, D6ST Sulfatent la GalNAc en position C6,
guelrfg‘tzta”e sulfotransférase 1/2 et agissent principalement dans des

dermatane-6-O-
sulfotransférase

Hexuronyl Chondroitine
dermatane 2-O-
sulfotransferase

C2ST

régions riches en GIcA, D6ST est
spécifique des DS

Sulfate le GlcA ou I’IdoA en position
Cc2

Tableau 6. Roles des enzymes de modifications post-synthétiques des GAGs.
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Le tableau ci-dessus représente toutes les enzymes connues a ce jour ayant un role dans la
modification post-synthétique des GAGs. Il représente les modifications susceptibles d’avoir
lieu pour chaque GAG spécifique.

111.2.5.3. Roles biologiques et mécaniques des PGs et des GAGSs
associés au sein du tissu tendineux
Plusieurs dizaines de PGs ayant été identifiés a ce jour chez les mammiferes, nous discuterons
dans cette partie uniqguement de ceux qui sont présents dans le tendon et y jouent un role
important (Tableau 7).
Comme indiqué précédemment, on distingue au sein du tendon 2 familles de PGs :
-les petits PGs, comme la décorine et le biglycane, sont localisés autour des
fibrilles de collagenes (Keene et al. 2000) ;
-les grands PGs, comme le versicane et 1’aggrécanne, sont localisés dans les
régions péricellulaires et respectivement dans les zones de tension et de
compression (Vogel et Hernandez 1992; Robbins et Vogel 1994; Vogel et al.
1994).
Au sein d'un tendon, les zones de tension contiennent 90% de petits protéoglycanes et 10% de
grands proteéoglycanes ; alors que les zones de compression contiennent 50% de petits
protéoglycanes et 50% de grands protéoglycanes (Vogel et Heinegard 1985; VVogel et Evanko
1987).
Les PGs sont des molécules hydrophiles chargées négativement, ce qui leur permet de retenir
jusqu'a 50 fois leur masse en eau. lls sont pour la plupart localisés autour des fibrilles et fibres
de collagénes. Grace a la densité élevée des charges négatives fixées, qui entrainent d’importe
forces de répulsion, les PG conferent aux fibrilles de collagéne une grande résistance aux
forces de compression et de tension. Les PGs ont également pour réle de réguler les activités
des facteurs de croissance en contrdlant leur biodisponibilité. Au sein du tendon, ils ont pour
role principal de réguler la fibrillogenese des fibrilles de collagene en les entourant et en

limitant leur diamétre.

111.2.5.3.1. La décorine
La décorine représente le PG le plus abondant dans le tissu tendineux. Elle fait partie de la
famille des petits PGs. La forme commune de la décorine posséde une chaine de CS/DS alors
que la seconde forme, qui est I’homologue du biglycane, posséde soit 2 chaines de DS
(Blaschke et al. 1996) soit une chaine de CS/DS et une chaine de KS (Blochberger et al.
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1992) (Tableau 7). La décorine se lie presque a tous les types de collagéne aussi bien par sa
partie protéique que par sa partie glucidique. Le site de fixation se situe au niveau des
domaines cystéines libres du core protéique (Svensson et al. 1995). Ses principales fonctions
au sein du tendon pourraient étre réesumées comme suit (Kuc et Scott 1997) :

1. Maintient et régule la structure des fibrilles de collagéne ;

2. Régule la prolifération cellulaire ;
En effet, la décorine est considérée comme « le » PG clé régulant I’assemblage de la matrice
extracellulaire car il limite le diameétre des fibrilles de collagéne de type I, Il et Ill en
orientant, d’une certaine fagon, le remodelage du tendon selon les contraintes subies (de
tension et/ou de compression) (Danielson et al. 1997; McCormick 1999). Chez des souris
déficientes en décorine, il a été montré que la peau tres fragile ne résistait pas a des
contraintes tensiles élevées (Danielson et al. 1997). L’examen au microscope électronique de
la peau montre, qu’en 1’absence de décorine, les fibrilles de collagéne sont de diametre
important et désorganisées au sein de la MEC. Outre ce réle important, la décorine permet de
réguler la prolifération cellulaire en inhibant le TGF (Ruoslahti et Yamaguchi 1991) et en se

fixant directement sur le récepteur a I’EGF (lozzo et al. 1999).

111.2.5.3.2. Le biglycane

Le biglycane est un autre membre de la famille des petits PGs (lozzo et Murdoch 1996;
Lorenzo et al. 2001) (Tableau 7). Il est considéré comme 1’homologue de la décorine et
possede 2 chaines de DS. Le biglycane est exprimé principalement dans le tendon, le cartilage
et ’os ainsi que dans le derme et les vaisseaux sanguins (Bianco et al. 1990; Schonherr et al.
1995; Ameye et al. 2002). Tout comme la décorine, il est capable de se lier a différents
collagénes, mais cette interaction n’est pas encore bien définie. Une étude (Kilts et al. 2009) a
montré que les fibrilles de collagene du tissu tendineux de souris déficientes en biglycane sont
complétement désorganisées. L’absence du biglycane réduit la formation des fibrilles matures
de collagene et par conséquent diminue la raideur et la force des tendons. Le biglycane est
¢galement capable d’inhiber la prolifération cellulaire en se fixant sur le TGF (Ruoslahti et
Yamaguchi 1991).

111.2.5.3.3. La fibromoduline
La fibromoduline est un autre membre de la famille des petits PGs (Tableau 7). Elle ne
possede pas de chaines CS/DS mais elle contient 4 chaines de KS (Lorenzo et al. 2001). La

structure de la fiboromoduline montre de grandes homologies avec les autres membres de la
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famille des petits PGs (décorine, biglycane et lumicane) (Antonsson et al. 1991). Elle est
fortement exprimée dans le tendon. De méme que la décorine et le biglycane, la
fibromoduline est capable de se lier aux fibres de collagene de type I, Il et Il mais sur des
sites de fixation distincts. Contrairement a la décorine, la fioromoduline favorise la formation
de fibrilles de collagéne matures (Jepsen et al. 2002). En effet, les tendons de souris
déficientes en fibromoduline montrent une augmentation de la souplesse tendineuse. Les
tendons de ces souris montrent une augmentation des fibrilles immatures de collagéne de petit
diamétre qui n’évoluent pas vers des fibrilles matures de plus gros diamétre (Jepsen et al.
2002). L’absence de la fibromoduline peut avoir des conséquences importantes sur la fonction
et le role du tendon (Jepsen et al. 2002) en particulier sur la force qu’ils développent (Ezura et
al. 2000).

111.2.5.3.4. L’aggrécane

L’aggrécane est le PG le plus abondant dans le tissu cartilagineux. Il est hautement glycosylé
et possede de nombreuses chaines de CS et de KS. Il fait partie de la famille des grands PGs.
Chaque molécule d’aggrécane possede environ 100 chaines de CS et 60 chaines de KS. La
quantité, la longueur et la sulfatation des chaines de KS dépendent du tissu, des contraintes
mécaniques subies et de I’age (Valhmu et al. 1998).

L’aggrécane se lie a ’acide hyaluronique via une protéine de liaison pour former des agrégats
de PG qui permettent de stabiliser la matrice extracellulaire grace aux nombreuses charges
négatives qu’ils possédent. Ces charges induisent également une pression osmotique élevee et
augmentent par conséquent I’hydratation tissulaire. Cela fournit au tissu un degré élevé de
résistance aux déformations dues aux forces de compression via le flux hydrique tissulaire
entrant et sortant. Les régions tendineuses fibrocartilagineuses qui subissent aussi des
contraintes en compression (Valhmu et al. 1998) y sont également adaptées grace a leur
teneur en aggrécane. Ces régions, qui sont généralement les régions ostéo-tendineuses,
révélent la présence de fibrocartilage riche en aggrécane et en collagene de type Il qui sont les
composants principaux du tissu cartilagineux (Benjamin et Ralphs 1998). La teneur en KS de
I'aggrécane augmente avec la contrainte compressive a laquelle le tissu est soumis. Ainsi dans
le tendon gastrocnémien, 1’aggrécane de la région supérieure, exposée a des forces de tension,
posséde uniquement des chaines de CS et aucune chaine de KS (Vertel et Ratcliffe 2000).
Alors que I’aggrécane de la région inférieure, s’exerce des forces de compression, possede
50% de CS et 50% de KS (Vertel et Ratcliffe 2000). Enfin, I’aggrécane contribue donc d’une

fagon importante a la viscoélasticité tissulaire.
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111.2.5.3.5. Le versicane

Le versicane fait également partie de la famille des grands PGs (Tableau 7). C’est un PG qui
possede environ 30 chaines de CS/DS. Il est exprimé dans de nombreux tissus, en particulier
dans les tissus mous a croissance cellulaire rapide, par exemple le derme de la peau et 1’aorte.
Tout comme 1’aggrécane, le versicane posséde un site de fixation a 1’acide hyaluronique
(lozzo et Murdoch 1996; Wight 2002).

Une surexpression du versicane induit une expansion de la matrice extracellulaire et une
augmentation importante de la viscoélasticité au niveau de 1’environnement péri-cellulaire.
Au sein du tendon, cette augmentation permet de protéger les ténocytes des forces de traction
et de compression et ainsi les maintenir bien ancrés dans la matrice (Oldberg et al. 1990). Le
versicane joue également un role au niveau de 1’adhésion, de la prolifération et de la

migration cellulaire.

Classe (petit Poids du core Chaines de - N
PG ougrand PG)  protéique (kDa) GAGs (n) Propriété et réle dans le tendon
CS/IDS (1) ou  -Entoure les fibrilles de collagenes
-Inhibe la fibrillogenése
Décorine petit 36 DS (2) ou ; T
CS/DS (1) + -Se lie au TGFp et a ’EGF
KS (1)

-homologue de la décorine
Biglycan petit 38 DS (2) -Entoure les fibrilles de collagénes
-Inhibe la fibrillogenése

-Se lie au collagene de type |
-Facilite la formation des fibrilles de
collagéne matures

-Module la force du tendon

Fibromoduline petit 42 KS (4)

-Se lie a ’AH
-Résistance élevée aux contraintes de
compression
CS(~100)+  -Peu exprimé dans les régions de
KS (~ 60) tension du tendon
-Fortement exprimé dans les régions
de compression du tendon
-Principal PG du cartilage

Aggrécane grand 220

-Se lie a ’AH

-Peu exprimé dans les régions de
tension du tendon

-Présent dans les régions de
compression du tendon

-Augmente la viscoélasticité
-Maintient et protége les ténocytes

CS/DS (10-

Versicane grand 265-370 30)

Tableau 7. Propriétés et roles des PGs présents dans le tendon. D’aprés (Yoon et Halper
2005).
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Dans des conditions physiologiques ou pathologiques, les molécules présentes dans la matrice
extracellulaire du tendon sont susceptibles d’étre renouvelées. Pour cela, les protéoglycanes,
le collagene tout comme le reste des composants matriciels doivent étre dégradés par des
enzymes qu’on appelle les métalloprotéinases matricielles (MMPs) et remplacés. Par
exemple, le degré d’atteinte d’un tendon dépend des changements de I'expression et de
I'activité des MMPs et des TIMPs (Riley 2004). Ainsi, au cours du chapitre suivant, nous
allons nous intéresser aux MMPs en général, a leur régulation, leur mode d’action et a leurs

principales fonctions biologiques qui leur sont associées au sein du tendon.

111.2.6. Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) et leurs inhibiteurs
(TIMPs)
111.2.6.1. Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)
111.2.6.1.1. Généralités

Les MMPs font partie de la grande famille des protéinases qui ont été décrites pour la
premiére fois en 1962 (Gross et Lapiere 1962). Ce sont des enzymes qui dégradent les
protéines de la matrice extracellulaire (MEC). Elles sont impliquées dans plusieurs processus
biologiques et jouent un réle majeur dans le remodelage tissulaire au sein du tendon, a la fois
dans des conditions physiologiques et pathologiques (Riley et al. 2002). Ainsi, elles sont
associées a différentes pathologies telles que [I’arthrite rhumatoide, les maladies
cardiovasculaires ou encore le développement tumoral. A ce jour, 25 MMPs ont été
identifiées chez les vertébrés dont 22 chez ’Homme. Elles sont identifiées soit par un nom
commun, soit par une nomenclature numerique (Tableau 8). Elles présentent plusieurs
caractéristiques communes comme la présence au sein de leur domaine catalytique d’un site
de fixation d’un atome de zinc, de fortes homologies structurales et leur sécrétion sous forme
d’une proenzyme inactive. Chaque MMP dégrade au moins un composant de la MEC (Visse
et Nagase 2003; Nagase et al. 2006). Elles sont secrétées dans la MEC, hormis six d’entre
elles qui possédent un domaine transmembranaire et sont exprimées a la surface cellulaire
(Figure 19).

111.2.6.1.2. Classification et structure des MMPs
Les MMPs forment une famille d’endopeptidases structurellement homologues. Toutes ces
enzymes ont des domaines de séquences communes : un peptide signal, un propeptide, un

domaine catalytique et un domaine carboxylique. Selon la spécificité de leur substrat et leur
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structure, les membres de la famille des MMPs ont été classés en au moins 6 familles
distinctes : les collagénases, les gélatinases, les stromelysines, les matrilysines, les MMPs de
type membranaire (MT-MMPs) et les MMPs non classées (Tableau 8).

Famille et nom MMP Substrat

Collagénases

Collagénase-1 MMP-1 Collagéne I, 11, I11, VI et X, gélatine, aggrecane, versicane, tenacine,
entactine

Collagénase-2 MMP-8 Collagéne I, 11, 111, V, VII, VIII et X, gélatine, aggrécane, fibronectine

Collagénase-3 MMP-13 Collagéne I, 11, I, IV, IX, X et XIV, gélatine, aggrécane, perlecan,
fibronectine, ostéonectine

Collagénase-4 MMP-18 ND

Gélatinases

Gélatinase-A MMP-2 Collagene I, IV, V, VII, X, Xl et X1V, gélatine, élastine, fibronectine,
laminine-1, laminine-5, aggrécane, décorine, ostéonectine

Gélatinase-B MMP-9 Collagene 1V, V, VII, X et XIV, gélatine, élastine, aggrécane,

fibronectine, entactine, ostéonectine, plasminogéne

Stromélysines

Stromélysine-1 MMP-3 Collagene 111, 1V, V et XI, gélatine, aggrécane, versicane, perlecan,
décorine, fibronectine, laminine, entactine, ostéonectine,
plasminogéne, E-cadhérine

Stromélysine-2 MMP-10 Collagéne IlI, 1V et V, gélatine, caséine, aggrécane, élastine

Stromélysine-3 MMP-11 Collagéne 1V, caséine, laminine, fibronectine, gélaltine

Membrane type

MMPs

MT1-MMP MMP-14 Collagéne I, 1l et 111, CD44, caséine, élastine, fibronectine, gélatine,
laminine-5, vitronectine, entactine, protéoglycanes

MT2-MMP MMP-15 Fibronectine, laminine, entactine, perlecan, aggrécane

MT3-MMP MMP-16 Collagéne 111, gélatine, caséine, fibronectine

MT4-MMP MMP-17 ND

MT5-MMP MMP-24 ND

MT6-MMP MMP-25 ND

Matrilysines

Matrilysine-1 MMP-7 Collagéne 1V et X, gélatine, aggrécane, décroine, fibronectine,

laminine, entactine, ténascine-C, ostéonectine, intégrine, élastine,
caséine, plasminogene, transférrine

Matrilysine-2 MMP-26 Collagéne 1V, gélatine, fibronectine, fibrinogéne
MMPs non classées
Macrophage Elastase Collagéne 1V, gélatine, caséine, élastine, laminine, fibronectine,

vitronectine, enactine, fibrinogéne, fibrine, plasminogéne
- MMP-19 Gélatine

Enamelysine MMP-20 Amélogénine
CA-MMP MMP-23 ND
XMMP (xenopus) MMP-21 ND
CMMP (poulet) MMP-27 ND
Epilysine MMP-28 ND

Tableau 8. Classification, nom, localisation chromosomique et substrats spécifiques des
MMPs (Visse et Nagase 2003). ND : non définie.

Malgré une certaine spécificité de substrats, les spectres protéolytiques des différentes MMPs

sont assez larges permettant ainsi la dégradation de 1’ensemble des composants de la MEC
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(Visse et Nagase 2003). 1l est important de préciser qu’a ce jour, tous les substrats des

différentes MMPs ne sont pas encore connus et restent a étre détermineés, c’est notamment le
cas de la MMP-18.

Matrilysines

Collagénases

Stromélysines

Gélatinases

Métallo-
protéinases de
lype
membranaire

Autres

MMP-T {matrilysine 1)
MMP-26 (matrilysine 2)

MMP-1 {collagénase
interstitielle)

MMP-8 (collagénase des
neutrophiles)

MMP-13 (collagénase 3)
MMP-18 (collagénase 4)

MMP-3 (stromélysine 1)
MMP-10 (stromélysine 2)
MMP-11 {stromélysine 3)

MMP-2 (gélatinase A)
MMP-9 (gélatinase B)

MMP-14, MMP-15. MMP-16,
MMP-17, MMP-24, MMP-25
(de MT1-MMP a MT6-MMP)

MMP-12 (métallo-élastase)

|

MMP-19, MMP-20 (énamelysines)
MMP-21, MMP-22, MMP-23a/b, MMP-27, MMP-28

I Pré-domaine .

I Région charniére

riche en proline fibronectine

Pro-domaine avec son
résidu evstéine ()

Séquence analogue a la

Damaine catalytique Domaine hydrophobe
avec 3 résidus transmembranaire
histidine (H)

Domaine analogue
a I’hémopexine

Figure 19. Structure des différentes familles des MMPs.

La structure primaire des MMPs (Figure 19) contient au minimum trois domaines: un pré-

domaine, un pro-domaine et un domaine catalytique proprement dit. Le pré-domaine, au
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niveau N-terminal, correspond a un peptide signal. Il est nécessaire pour orienter les MMPs
vers la voie sécrétoire puis est rapidement dégradé. Le pro-domaine maintient 1’activité
enzymatique sous forme latente et est classiquement constitué d’une séquence peptidique
comprenant un résidu cystéine qui interagit avec 1’atome de zinc au niveau du domaine
catalytique. Toutes les MMPs (hormis la MMP-7, la MMP-26 et la MMP-23) possédent un
domaine hémopexine relié au domaine catalytique par la région charniere (H ; hinge). Quand
le domaine hémopexine est présent, il module les liaisons des MMPs & leurs inhibiteurs les

TIMPs et a certains substrats et régule également leur activité protéolytique.

Les MMPs sont donc sécrétées sous forme latente ou zymogene. Pour étre activées, le pro-
domaine doit étre éliminé ou modifié par clivage protéolytique, libérant ainsi 1’atome de zinc
du résidu cystéine et entrainant 1’activation du domaine catalytique. La plupart des MMPs
possedent en plus un domaine riche en proline et un domaine C-terminal contenant une
séquence homologue a I’hemopexine ou a la vitronectine. Ce dernier domaine intervient dans
la reconnaissance du substrat des MMPs.

Des particularités de structure sont observées pour certaines MMPs. Les MMP-2 et MMP-9
possédent, a I’intérieur de leur domaine catalytique, un domaine homologue a la fibronectine
qui est responsable de la forte affinité de ces enzymes pour la gélatine. Les MT-MMPs

possédent un domaine additionnel qui leur permet I’ancrage a la membrane plasmique.

111.2.6.1.3. Régulation des MMPs
Pour éviter une protéolyse excessive qui causerait des dommages tissulaires, 1’activité des
MMPs est régulée de telle fagon qu’un équilibre entre leur inhibition et leur activation soit
permanent. Les MMPs sont régulées a différents niveaux, aussi bien au niveau de leur
transcription, traduction, sécrétion, que de leur activation et inhibition (Figure 20) (Sternlicht
et Werb 2001; Nagase et al. 2006).
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Figure 20. Les différents systemes de régulation des MMPs (Page-McCaw et al. 2007).

Malgré la grande hétérogénéité des substrats des MMPs, les fonctions biologiques de ces
enzymes sont, en grande partie, dictées par un profil d’expression différentielle. Ce sont des
différences dans leur expression spatiale et temporelle au niveau tissulaire qui leur conférent
un role unique.

La plupart des MMPs sont finement régulées au niveau transcriptionnel. Elles sont exprimées
a un faible niveau de base et ne voient leur expression varier que lorsque le remodelage
tissulaire de la MEC est requis ou lors de processus pathologiques caractérisés par une forte
désorganisation et/ou dégradation matricielle. Une forte conservation d’éléments régulateurs
est observée dans les régions promotrices de divers genes de MMPs. L’expression génique

des MMPs est régulée par des facteurs inducteurs (stress mécanique, cytokines, etc) (Kataoka
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et al. 1993; Shapiro 1998; Kjaer 2004) ou represseurs (TGF-B, etc) (Vincenti et al. 1996) qui
influencent de multiples voies de signalisation. Certains facteurs peuvent induire de fagon
coordonnée, a la fois I’augmentation de 1’expression de certaines MMPs et la diminution de
I’expression de certaines autres.

L’inducteur des métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (EMMPRIN/CD147) est 1’'un
des facteurs permettant la synthese des MMPs (Huet et al. 2008). Cette protéine est capable
d’induire la synthese de plusieurs MMPs comme la MMP-1, la MMP-2, la MMP-3 ou encore
la MMP-9, cependant elle n’a pas d’effet sur la synthése de leurs inhibiteurs naturels (Toole
2003). Cette glycoprotéine membranaire qui fait partie de la superfamille des
immunoglobulines joue un réle dans de nombreux systemes physiologiques et pathologiques.
EMMPRIN a ¢été identifiée tout d’abord a la surface des cellules tumorales et elle est connue
pour son role dans les interactions épithélio-stromales de différents tissus. Cependant, son réle
principal qui a été largement démontré est son implication dans le remodelage matriciel via
les MMPs. EMMPRIN est composé d’un domaine extracellulaire composé de 2 boucles
immunoglobulines, d’un domaine transmembranaire et d’un petit domaine cytoplasmique. Le
domaine extracellulaire peut étre plus ou moins glycosylé. Cette glycosylation d’EMMPRIN
détermine son role inducteur des MMPs puisque la protéine déglycosylée n’induit plus les
MMPs et inhiberait méme la protéine native (Li et al. 2001). La présence de I’acide
glutamique chargé et de la leucine au sein de la séquence hydrophobe du domaine
transmembranaire suggere que des interactions intramembranaires peuvent se produire avec
d’autres protéines transmembranaires (Muramatsu et Miyauchi 2003) telles que les intégrines,
les transporteurs de monocarboxyaltes (MCT) ou encore la cyclosphiline-A. De plus,
EMMPRIN peut s’associer a d’autres EMMPRIN des cellules avoisinantes en formant des
homooligomeres (Yoshida et al. 2000), ce qui suggére qu’elle peut étre son propre récépteur.
EMMPRIN a été montré également comme un acteur important de la différenciation
cellulaire. Par exemple, EMMPRIN est exprimée dans le muscle au cours de la myogenése ou
elle joue le réle de régulateur de la différenciation myogénique (Attia et al. 2011). Ou encore,
elle est impliquée dans la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes au cours de la
cicatrisation de la cornée (Huet et al. 2008). Bien que son réle dans la synthese des MMPs ait
¢été clairement défini, son mode d’action reste encore a élucider. L’existence et 1’évolution des
MMPs dans les tendinopathies conduit a emettre I’hypothese d’un role possible d’EMMPRIN
au cours de ces pathologies. Néeanmoins, aucune étude n’a porté jusqu'a ce jour sur le role

possible de cette protéine dans le tissu tendineux.
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Des mécanismes post-transcriptionnels peuvent également réguler 1’expression des MMPs. Ils
correspondent le plus souvent a des processus de stabilisation ou de dégradation des transcrits
(Sternlicht et Werb 2001). Par exemple, la demi-vie des ARNm codant pour la MMP-1 et la
MMP-3 est augmentée par I’EGF, alors que celle des ARNm codant pour la MMP-13 est
augmentée par le PDGF et diminuée par le TGF-B (Vincenti 2001).

Les différents mécanismes d’activation des MMPs peuvent également participer a leur
régulation. La plasmine issue de la dégradation du plasminogéne est 1’un des activateurs
physiologiques majeur des MMPs et de ce fait les activateurs de sa production tels que les
activateurs du plasminogene de type urokinase (UPA) ou de type tissulaire (tPA) le sont
également (Carmeliet et al. 1997). Les MMPs elles-mémes peuvent en activer d’autres
(Figure 21). De plus, d’autres protéases telles que la cathepsine-G, la chymase, 1’¢lastase, la
thrombine et les espéces réactives de 1’oxygene sont également capables d’activer les MMPs
(Dollery et Libby 2006).

Pro MMP-3

A \—h
> \ gt

Active MMP-3

v &

Active MMP-7 V

/ g“ﬂwﬂ Active MMP-9 Active MMP-2

Figure 21. Le systéme d’activation de certaines MMPs par les MMPs elles-mémes (Dollery et
Libby 2006).

Pro MMP-1
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Un autre mécanisme d’activation a été décrit au niveau de la surface cellulaire. Il s’agit d’un
mécanisme d’activation de la MMP-2 unique et quelque peu différent de ce qui vient d’étre

cité (Figure 22).
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Figure 22. Systéme d’activation de la MMP-2 par I’intermédiaire de MT1-MMP et de TIMP-
2 (Dollery et Libby 2006).

Tout d’abord, la MT1-MMP est activée par les furines au niveau de 1’appareil de Golgi puis
transloquée par la suite vers la membrane cellulaire ou elle est inhibée par TIMP-2 (tissue
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inhibitor of matrix metalloproteinases-2) en formant un complexe. La proMMP-2 se lie
ensuite au complexe MT1-MMP/TIMP-2 via son domaine hémopexine. TIMP-2 agit ici
comme un régulateur de I’activation (nous parlerons des TIMPs un peu plus loin dans ce
manuscrit). La formation de ce complexe permet a une deuxieme MT1-MMP de couper le
peptide N-terminal de la proMMP-2 et ainsi de I’activer (Strongin et al. 1995; Butler et al.
1998). L’optimisation de ’activation de la MMP-2 peut dépendre de I’interaction entre les 3
éléments du complexe. Ici, la MT1-MMP joue a la fois le role de récepteur et d’activateur. I
faut noter que les autres MT-MMPs sont également capables d’activer la MMP-2
(Chakraborti et al. 2003).

Une fois leur prodomaine clivé, les MMPs actives peuvent étre trés rapidement inactivees par
les TIMPs qui vont se fixer directement au niveau du domaine catalytique empéchant 1’accés
au substrat. Dans la partie suivante, nous nous intéresserons aux différents inhibiteurs

endogenes de ces enzymes.

111.2.6.2. Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases
matricielles (TIMPs)

L’activité des MMPs est inhibée spécifiquement par les TIMPs (Figure 23). Quatre TIMPs
(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, et TIMP-4) ont été identifiés chez les vertébrés, et leur
expression est régulée pendant le développement et le remodelage tissulaire. Ce sont de
molécules de petite taille (20 a 29 kDa), qui se lient aux MMPs de maniére steechiométrique
non covalente et entrainent une inhibition réversible. Elles sont sécrétées dans la MEC mais
peuvent également se retrouver a la surface cellulaire associées a des protéines membranaires
comme les protéoglycanes a héparanes sulfates (HSPGs) (Yu et al. 2000) (Figure 23). Tandis
que I’expression de TIMP-2 est constitutive, celle des TIMP-1, 3 et 4 est inductible. Les
TIMPs possedent deux domaines structuraux distincts N- et C-terminaux. Le domaine N-
terminal confére I'activité inhibitrice des TIMPs en bloquant I’accés a la poche contenant
I’atome de zinc (Willenbrock et Murphy 1994; Nagase et al. 2006) et le domaine C-terminal
se lie a certaines MMPs (Bode et al. 1999). Les TIMPs sont exprimés par de nombreux types
cellulaires incluant, les cellules épithéliales et endothéliales, les osteoblastes, les
chondroblastes, les cellules musculaires ainsi que les fibroblastes comme les ténocytes. Le
TIMP-1 peut se complexer a la quasi-totalitt des MMPs actives sauf la MT1-MMP,
cependant il inhibe préférentiellement la MMP-9, ainsi que les MMP-1 et -3, alors que TIMP-
2 inhibe preférentiellement la MMP-2 (Goldberg et al. 1989). TIMP-3 présente des propriétés
inhibitrices préférentielles pour les MMP-2, -9, -1 et -3. Enfin, TIMP-4 est également capable
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d’inhiber la MMP-2. Les TIMPs ont aussi la capacité d’inhiber d’autres protéases telles que
les ADAMs (A Disintegrine And Metalloprotease domain) (Lambert et al. 2004).
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Figure 23. Expression et action des TIMPs au sein de I’environnement péricellulaire (Baker et
al. 2002).

Le TIMP-1, découvert en premier, est une glycoprotéine de 28 kDa, constituée de 207 acides
aminés dont les 23 premiers sont clivés lors de la sécrétion dans le MEC. C’est un inhibiteur
tres stable notamment gréace a sa conformation tridimensionnelle et aux 12 résidus cystéine
formant 6 ponts disulfure et 6 boucles.

Le TIMP-2 est une petite protéine de 21 kDa. Il permet la régulation de I’activité de la
proMMP-2 selon son niveau d’expression. En effet, une forte concentration de TIMP-2 inhibe
I’activation de la proMMP-2 alors qu’une faible concentration 1’active. Le complexe
proMMP-2/TIMP-2 stabilise la proMMP-2 en prévenant son auto-activation. Le TIMP-2 est
également capable d’inhiber d’autres MMPSs.
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Le TIMP-3 est une protéine non glycosylée de 24 kDa. Elle a d’abord été purifiée a partir de
fibroblastes de poulet et identifiée comme le ChIMP-3 (Chiken Inhibitor of MMP) (Pavloff et
al. 1992). L'homologie de structure de cette protéine avec le TIMP-1 et le TIMP-2 est
relativement faible. Le TIMP-3 est le seul membre de la famille des TIMPs qu’on trouve
exclusivement dans la MEC. Il a été montré comme favorisant le détachement cellulaire et les
changements morphologiques associés a la transformation oncogénique des fibroblastes
embryonnaires de poulet (Yang et Hawkes 1992).

Le TIMP-4 est une petite protéine de 22 kDa. Il présente une homologie de structure avec le
TIMP-2 d'environ 70 %. Le profil d’expression du TIMP-4 dans les tissus adultes humains
montre un fort taux de transcrits dans le cceur et le cerveau mais un niveau faible voire non
détectable dans les autres organes. Comme le TIMP-2, le TIMP-4 peut se lier a la proMMP-2

et empécher son activation via la MT1-MMP (Hernandez-Barrantes et al. 2001).

Les TIMPs peuvent également jouer un réle dans les processus biologiques n’impliquant pas
leur activité anti-protéasique tels que la croissance et la survie cellulaire. Ainsi, la régulation
des MMPs dépend de I’équilibre entre leur inhibition et leur activation. C’est cet équilibre qui
contréle le renouvellement de la MEC et le remodelage tissulaire durant les processus de

développement normal ou pathologique.

111.2.6.3. Expression physiologique et pathologique des MMPs et des
TIMPs au cours des tendinopathies

Au cours d’une tendinopathie, une évolution des contenus en PGs et en collagenes peut étre
observée. En effet, les tendons fortement sollicités, tels que le tSE de la coiffe des rotateurs de
I’épaule, montrent un niveau important de remodelage matriciel (Riley et al. 2002). On peut
penser que ce remodelage est principalement induit par les MMPs actives dans la MEC. La
preuve de leur importance en matiére de réparation tendineuse vient de I'observation des
effets des inhibiteurs a large spectre des MMPs. En effet, ces inhibiteurs utilisés dans les
essais cliniques, provoquent des troubles musculo-squelettiques incluant la tendinopathie
(Drummond et al. 1999).
Si les niveaux de transcrits des TIMPs sont le reflet de leur teneur en protéines, l'activité
enzymatique des MMPs au sein des tendons de la coiffe des rotateurs de 1’épaule en
réparation, peut étre le reésultat d'une combinaison de 1’augmentation du niveau d’expression
des MMPs et de la diminution des TIMPs. Choi et al ont été les premiers a rapporter

I’évolution d’expression des MMPs et des TIMPs au cours de la pathologie du supra-épineux.
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IIs ont montré que ’activation de la MMP-2 au cours du processus de réparation pouvait
contribuer au remodelage matriciel observé (Choi et al. 2002). L’expression plus importante
de la MMP-1, MMP-9 et MMP-13 lors d’une rupture totale du tSE comparée a une rupture
partielle, laisse supposer que la dégénérescence et 1I’inflammation sont positivement corrélées
a la taille de la rupture (Shindle et al. 2011). De plus, le niveau des transcrits de TIMP-2,
TIMP-3 et TIMP-4 diminue dans le tSE 1ésé (Birkedal-Hansen et al. 1993). Un niveau élevé
de TIMP-3 est généralement associé a des cellules en apoptose (Baker et al. 2002). Toutefois,
compte tenu de I’augmentation du nombre de cellules en apoptose au cours de la
tendinopathie, la diminution du niveau des transcrits de TIMP-3 suggere que ce dernier n’est
pas impliqué dans le processus apoptotique (Lo et al. 2004). L’induction de TIMP-1, quant &
lui, permet de contrdler et d’inhiber la dégradation excessive de la MEC par la MMP-2 (Choi
et al. 2002). Le niveau d’expression des transcrits de la MMP-3 diminue au cours de la
tendinopathie (Lo et al. 2004). Cette diminution pourrait étre responsable de 1’augmentation
des niveaux de transcrits des PGs (décorine, biglycane, versicane et aggrécane) observée au
sein du tSE (Riley et al. 1994). L’expression de la MMP-13 augmente au niveau
transcriptionnel, protéique ainsi qu’au niveau de son activité enzymatique. Elle dégrade le
collagene de type | aussi efficacement que la MMP-1 ou la MMP-8, cependant sa capacité a
dégrader la gélatine est 40 fois supérieure a celle des autres MMPs au cours de la
tendinopathie (Vincenti 2001). L’inhibition de la MMP-13 avec la doxycycline, accelére la
régénération post-opératoire du tSE. En effet, cette inhibition améliore 1’organisation du
collagene et les propriétés biomécaniques et histologiques dans un modéle de rat (Bedi et al.
2010).

Une étude sur les tendons d’Achille a montré des différences de cinétique d’expression des
MMPs entre les tendons peu lésés et les tendons déchirés (Jones et al. 2006). En effet, dans
les tendons déchirés, le niveau d’expression de MMP-1, MMP-9, MMP-19, MMP-25 et
TIMP-1 est élevé par rapport au controle, alors que le niveau d’expression de MMP-3, MMP-
7, TIMP-2, TIMP-3 et TIMP-4 est faible. Dans les tendons peu 1ésés, le niveau d’expression
de MMP-3, MMP-10 et TIMP-3 est faible alors que le niveau d’expression de MMP-23 est
élevé. Le role et la fonction de la MMP-23 dans le tendon sont encore mal connus bien qu’elle
soit associée a des changements phénotypiques cellulaires comme la chondrogenése (Clancy
et al. 2003).

La MT1-MMP est impliquee dans le developpement embryonnaire du tissu tendineux (Apte
et al. 1997). En effet, selon une étude récente chez le rat, cette enzyme membranaire est

impliquée dans la formation des sites d’insertion 0stéo-tendineux au cours de I’embryogenése
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et pourrait donc favoriser la régéenération tendineuse (Gulotta et al. 2010). La surexpression de
MT1-MMP induit la présence de plus de fibrocartilage au sein du tendon et par conséquent
une plus grande résistance biomécanique aux contraintes (Gulotta et al. 2010). Outre sa
capacité a participer a ’activation de la MMP-2 a la surface cellulaire, le réle exact de cette
enzyme dans le tendon est encore mal connu. La MT1-MMP pourrait jouer un role dans la
dégradation du tissu cicatriciel lors de la régénération tendineuse et contribuer a la
restauration d’une matrice semblable au tissu non 1és¢.

Pour conclure cette section sur la physiologie des tendons, on peut penser que la fonction
tendineuse est déterminée par le contenu de sa MEC qui est lui-méme déterminé par
I’équilibre entre les mécanismes de synthése et de dégradation de ses composants. Différentes
MMPs ont la capacité de degrader ou de participer au renouvellement des composants de la
MEC tendineuse. Ces enzymes sont soumises a des mécanismes de régulation complexes
avant d’étre transcrites puis libérées sous forme de pro-enzymes puis activées. Les contraintes
mécaniques subies par le tendon peuvent moduler ces processus de maturation et d’activation.
Ces enzymes sont activees et cette activation peut étre contrebalancée par la présence de leurs
inhibiteurs naturels, les TIMPs, qui possedent a leur tour des mécanismes de régulation
complexes. Cependant, leur contribution respective dans la régulation de 1’homéostasie et la

réparation tendineuse semble étre importante et reste encore largement a préciser.

111.2.7. Les facteurs de croissance
111.2.7.1. Généralités

Les facteurs de croissance ont été découverts pour la premiére fois en 1976 principalement
pour leur réle stimulateur de la croissance cellulaire (Gospodarowicz et Moran 1976). En
outre, les activités biologiques de ces molécules concernent également la synthése matricielle,
la différenciation et la migration cellulaire. De plus, les facteurs de croissance sont impliques
dans certains processus physiologiques tels que I’angiogenese et 1’hématopoiese mais aussi
dans des processus pathologiques tels que les tendinopathies.

La réparation tendineuse est un processus trés complexe et finement régulé par une grande
variété de molécules. Les facteurs de croissance représentent l'une des plus importantes
familles de molécules impliquées dans ce processus et un grand nombre d'études ont été
conduites dans un effort d’élucider leurs nombreuses fonctions (Kjaer 2004; Mehta et Mass
2005; Kovacevic et Rodeo 2008). Il a eté montré que certains facteurs de croissance, comme
le FGF-2, le CTGF, I'IGF-1, le PDGF, le TGFB-1, peuvent avoir des roles spécifiques au

cours des tendinopathies. Ces facteurs présentent des profils d’expressions temporelles
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uniques corrélés au stade de la pathologie ou de la réparation tendineuse (Thomopoulos et al.
2003; Wurgler-Hauri et al. 2007). Considérant le réle important des facteurs de croissance
dans la modulation et la réparation tissulaire, la compréhension et 1’évaluation de leurs rdles,
de leur localisation et leur cinétique d’expression dans le processus de réparation sont
importantes. Cependant, 1’utilisation de ces cytokines comme moyen thérapeutique dans les

tendinopathies, reste pour le moment, largement expérimentale.

111.2.7.2. Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)

Il a été clairement démontré que le FGF est impliqué dans la cicatrisation et la réparation de
nombreux tissus y compris le tendon. Il a été montré que I’administration de FGF-2 avait un
effet positif sur la régénération tendineuse. Plus précisément, la supplémentation de FGF-2 in
vitro stimule la prolifération des ténocytes du tendon rotulien de rat (Chan et al. 1997). De
méme, il stimule la prolifération des ténocytes du supra-épineux humain en culture tout en
inhibant de maniere dose dépendante la synthése du collagene (Takahasih et al. 2002). Par
conséquent, seule I'utilisation précoce du FGF-2 pourrait avoir des effets bénéfiques sur la
régénération tendineuse avant que la synthese de collagéne | ne se déclenche, en particulier
dans le tSE (Kobayashi et al. 2006). Le FGF-2 est également exprimé dans les tendons sains
suggérant qu’il peut avoir d’autres réles. Il permet d’induire la synthese de la connexine-43,
une protéine membranaire qui joue un réle dans la communication entre les ténocytes (Doble
et Kardami 1995) en transformant et transmettant des informations mécaniques en réponses
biochimiques conduisant a une réorganisation de la MEC.

Le FGF-2 en association avec le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), permet la synthese
du collagene de type | (Bishop et al. 1998). Cependant, au niveau du tissu cartilagineux, le
FGF-2 permet d’inhiber I’effet d’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et du TGF(-1
(Transforming Growth Factor beta-1) sur la synthese du collagéne de type Il et I’induction de
la décorine (Sonal 2001).

111.2.7.3. Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)
PDGF présente plusieurs rbles au sein du tendon. En effet, il a ét¢ montré que ce facteur de
croissance stimule la synthése du collagéne de type I, la prolifération cellulaire et induit
également la sécrétion du TGFB-1 (Spindler et al. 2003; Wang et al. 2004). En outre,
I’injection de PDGF dans les ligaments collatéraux de lapins en réparation augmente la
synthese des composants matriciels et ainsi améliore leur comportement biomécanique (Woo
et al. 1998).
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111.2.7.4. Bone Morphogenic Protein (BMP)

Plusieurs études ont montré que BMP-12, connu également sous le nom de Growth
Differentiation Factor-7 (GDF-7) et appartenant a la superfamille des TGFp, induit la
formation embryonnaire des tendons et des ligaments (Wolfman et al. 1997). Il joue
également un roéle essentiel dans les phases précoces de la régénération tendineuse en
stimulant la synthese des composants de la MEC et en augmentant la prolifération des
ténocytes (Fu et al. 2003).

On connait beaucoup moins BMP-13 (GDF-6) et BMP-14 (GDF-5/Cartilage-derived
morphogenetic protein-1 (CDMP-1)) ainsi que leurs effets et leurs réles au sein du tissu
tendineux. Cependant, ils font également partie de la méme superfamille que BMP-12 et on
pense qu’ils agissent de la méme maniére. En effet, il a été montré que BMP-14 joue un réle
dans la réparation des tendons de la coiffe des rotateurs de 1’épaule, principalement au niveau
de la zone de rupture (Nakase et al. 2002). I1 a été ainsi conclu que lors d’une tendinopathie,

BMP-14 est synthétisé afin de participer a la modulation de la réparation.

111.2.7.5. Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)
COMP est un marqueur de la réparation du tissu cartilagineux. Cependant, il a été montré que
cette protéine matricielle est un médiateur de la croissance du tendon. En effet, I’expression
de COMP est plus importante dans les tendons de jeunes poulains que dans les tendons de
chevaux adultes (Smith et al. 2002). Une étude plus récente a montré que COMP augmente
avec l’entrainement et que son expression est importante pour 1’intégrité et I’organisation
structurale du tendon en se liant aux fibres de collagéne (Sodersten et al. 2005). Les cultures
primaires de ténocytes humains ont montré que COMP peut étre inductible par le TGFp-1 et
que ses effets sont inhibés par I’'IL-1 (Recklies et al. 1998). COMP est également fortement
exprimée lors de I’inflammation du tissu synovial. Il est important qu’un certain niveau de
COMP soit exprimé, toutefois sa surexpression pourrait nuire aux structures cellulaires,

entrainant ainsi des blessures.

111.2.7.6. Transforming Growth Factor g (TGFp)
Chez les mammiféres, il existe 3 isoformes connus de TGFB (TGFB-1, TGFB-2 et TGFB-3).
IIs ont pour role de moduler I’expression de la plupart des protéines de la MEC ainsi

qu’induire 1’activation génomique et la formation protéique du collagéne via des facteurs de
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transcription (Chen et al. 1999; Arai et al. 2002; Lindahl et al. 2002). Ils sont donc essentiels
dans la formation et le maintien de la MEC. Il a été montre que le TGF pouvait étre induit
par le stress mécanique dans plusieurs types cellulaires et tissulaires comme les vaisseaux
sanguins, 1’0s, le muscle et le tendon (Skutek et al. 2001). L’augmentation de synthése du
collagene de type | due a ces contraintes mécaniques, peut étre abolie en inhibant 1’activité du
TGFp (Lindahl et al. 2002). Dans un modéle humain in vivo et en utilisant la microdialyse
dans le tendon d’Achille, il a été constaté que le TGFB—1 augmente aprés 1 h d’entrainement
(Heinemeier et al. 2003; Heinemeier et al. 2003). Cette augmentation a été attribuée a une
libération tissulaire locale de ce facteur de croissance dans le tendon et a I’augmentation de sa
concentration dans le plasma. Néanmoins, ces données sont compatibles avec le role du TGF
comme régulateur de la synthése des protéines matricielles comme le collagéne de type | ou
encore les protéoglycanes (Robbins et al. 1997).

Bien que le TGFp soit connu depuis longtemps comme un facteur de croissance important
dans la formation et le maintien de la MEC, il posséde également d’autres roles. En effet, il
permet d’activer I’IGF-1 ainsi que les fibroblastes, de stimuler I’angiogenése et d’améliorer
I’adhérence cellulaire (Klein et al. 2002; Hou et al. 2009). 1l joue également un réle important
dans la réparation et la régénération tissulaire. Suite a la rupture totale du tendon patellaire
chez le lapin, I’injection du TGFB améliore significativement les propriétés mecaniques
tissulaires comme la force développée, le modulus et la résistance a la rupture (Anaguchi et
al. 2005). La caractérisation de 1’expression du TGF dans le tendon supra-épineux au cours
de la tendinopathie a montré qu’il est localis¢é au niveau des zones lésées, des zones
d’insertion et au niveau des surfaces articulaires (Galatz et al. 2006). De plus, le niveau
d’expression maximal du TGFB—1 au cours des tendinopathies coincide avec les phases

précoces de la régénération (Wurgler-Hauri et al. 2007).

111.2.7.7. Connective Tissue Growth Factor (CTGF)
Le role du CTGF, indépendamment des autres facteurs de croissance, n’a été investigué que
récemment. Bien qu’il soit connu que le TGFB puisse induire la synthése du CTGF, il a été
prouvé que le niveau d’expression de ce facteur de croissance dépend plutdt de la contrainte
mécanique subie par le tissu et non du niveau d’expression du TGFB. Le CTGF permet
d’augmenter la prolifération et la différenciation des cellules du cartilage (Fukunaga et al.
2003) et il joue aussi un role majeur dans la production du collagéne de type I et d’autres

protéines de la MEC dans les fibroblastes lors de contraintes mécaniques (Schild et Trueb
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2002). Par conséquent, le CTGF représente un facteur important dans 1’organisation, le

maintien et la régénération du tissu conjonctif.

111.2.7.8. Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1)
L’IGF tient son nom de son role hypoglycémique. Ses effets biologiques ont été démontrés
dans de nombreux types cellulaires comme le cartilage, 1’0s, le muscle ainsi que le tendon
(Trippel et al. 1993; Scott et al. 2007). 1l a été montré que dans le tendon supra-épineux de
rat, le stress mécanique augmente d’une fagon significative I’expression d’IGF-1 (Scott et al.
2007). Ce facteur de croissance est connu pour stimuler la synthese du collagéne dans le tissu
tendineux d’une maniére dose dépendante (Abrahamsson et Lohmander 1996; Hansen et al.
2012). Par ailleurs, ’administration locale d’IGF-1 augmente la synthese des protéines
matricielles selon le type de tendon et selon la région tendineuse (Abrahamsson et Lohmander
1996). L’ensemble de ces données indique que I’IGF-1 peut étre directement ou indirectement
impliqué dans la synthése et le remodelage matriciel du tissu tendineux. Au cours de la
régénération tendineuse, I’IGF-1 semble également stimuler la prolifération et la migration
cellulaire au cours des phases précoces de la tendinopathie (Dahlgren et al. 2006). Ces réles
conférent a I’'IGF-1 la capacité d’accélérer la régénération et la réparation tendineuses

(Abrahamsson et Lohmander 1996; Kurtz et al. 1999; Mehta et Mass 2005).

111.2.7.9. InterLeukin-1 et Interleukin-6 (IL-1 et IL-6)
IL-6 est une cytokine connue pour avoir a la fois des propriétés anti- et pro-inflammatoires,
alors que I’IL-1 est uniqguement pro-inflammatoire. L’IL-6 est synthétisée, entre autres, par les
fibroblastes (Van Snick 1990). 11 a été suggéré qu’IL-6 pouvait étre impliquée dans le
métabolisme du collagene au sein du tissu osseux (Greenfield et al. 1999). Dans le tissu
tendineux humain, sa sécrétion est significativement augmentée suite a un stress mécanique
dans des ténocytes en culture et demeure élevée pendant les heures suivantes (Skutek et al.
2001). De plus, en utilisant la technique de microdialyse, il a été démontré que la
concentration d’IL-6 dans la région péri-tendineuse du tendon d’Achille est 100 fois plus
importante que dans le plasma suite a un exercice physique prolongé (Langberg et al. 2002).
Il a été montré qu’IL-6 induisait la synthése du collagéne et des GAGs dans les fibroblastes de
peau (Duncan et Berman 1991). Elle permet également la libération du TGF-B, d’IL-2 et
d’IL-1 dans D’environnement péri-cellulaire qui améliorent 1’adhésion, la prolifération

cellulaires ainsi que la réparation tissulaire (Wojciak et Crossan 1994).
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En ce qui concerne IL-1, son rdle pro-inflammatoire est souligné par sa capacité a induire
l'expression des MMPs dans les fibroblastes humains. Comme I’IL-6, 1’expression d’IL-1 est
augmentée d’une facon significative dans le tendon suite aux contraintes mécaniques
(Archambault et al. 2001; Sakai et al. 2001). Ces contraintes induisent la libération de
molécules d’ATP qui stimulent 1’expression d’IL-1, d’IL-6, de MMP-1, de MMP-3 et de
COX-2 par les ténocytes (Tsuzaki et al. 2003). De plus, cette induction favorise la
dégradation tissulaire contribuant au remodelage matriciel (Tsuzaki et al. 2003).

111.2.7.10. Le facteur de croissance Heparin Affin Regulatory Peptide
(HARP)

HARP est un facteur de croissance qui a été décrit au début des années 90 comme étant une
cytokine possédant une forte affinité pour 1’héparine. Selon la source d’extraction et ses
propriétés biologiques, les chercheurs lui ont attribué des noms différents : Heparin-Binding
Growth Factor-8 (HBGF-8) (Milner et al. 1989), Heparin-Binding Neurotrophic Factor
(HBNF) (Kovesdi et al. 1990), Heparin-Binding Brain Mitogen (HBBM) (Huber et al. 1990),
Osteoclast Specific Factor-1 (OSF-1) (Tezuka et al. 1990), Pleiotrophine (PTN) (Li et al.
1990; Wellstein et al. 1992) et Heparin Affin Regulatory Peptide (Courty et al. 1991). Sa
découverte au niveau des cerveaux de rats et de beeufs a laissé penser que son rdle biologique
était principalement lié au systeme nerveux (Merenmies et Rauvala 1990). Cependant,
différents travaux ont démontré la présence d’HARP dans d’autres tissus comme le coeur
(Hampton et al. 1992), 1’utérus (Milner et al. 1989), le cartilage (Neame et al. 1993), les o0s
(Gieffers et al. 1993) ou encore les muscles (Caruelle et al. 2004). Jusqu'a présent, aucune
¢tude n’a été réalisée sur la présence et sur le role de HARP dans le tissu tendineux adulte.
Pour cette raison, cette partie évoquera uniquement les roles de cette cytokine d’une facon

générale dans tous les types cellulaires.

111.2.7.10.1. Structure de la protéine
La structure primaire d’HARP est composée de 168 acides aminés contenant une sequence N-
terminal tres hydrophobe qui correspond a son peptide signal (Kretschmer et al. 1993). Il est
composé de feuillets B portant des motifs ThromboSpondin type | Repeat (TSR-1) (Figure
24). Ces motifs ont pour role la fixation d’HARP & la matrice et a la surface cellulaire et
régulent la migration de nombreux types cellulaires (Raulo et al. 2006). Les feuillets
présentent des ponts disulfures qui conferent a la protéine une certaine rigidité et stabilité

conformationnelle. La réduction de ces ponts diminue 1’affinité des glycosaminoglycanes
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pour HARP, plus précisement des héparines et des héparanes sulfates, indiquant ainsi

I’importance de sa structure native pour interagir avec ces derniers (Kilpelainen et al. 2000).

Flexible 5-Amino Acid Liker

Disulfide
Bridges
Disulfide (Yellow)
Bridges

(Yellow) ~_

N-Terminal
p-sheet -Domain

C-Terminal
fi-sheet -Domain

N- and C-Terminal >

/ Lysine-rich Flexible Tails

Figure 24. Repréesentation schématique de la structure secondaire de HARP (Raulo et al.

2006). Les feuillets beta avec les motifs TSR-1 sont en bleu, les régions N- et C- terminaux ainsi

que les acides aminés de liaison sont en rouge et les ponts disulfures sont en jaune.

111.2.7.10.2. Roles biologiques de la protéine HARP

HARP a été décrite ayant diverses activités biologiques dans des conditions physiologiques
ou pathologiques : angiogenese, différenciation, prolifération et migration cellulaires. Son
effet sur la prolifération a été décrit in vitro dans de nombreux types cellulaires tels que les
cellules endothéliales (Courty et al. 1991; Laaroubi et al. 1994), épithéliales (Delbe et al.
1995), gliales (Rumsby et al. 1999), les hépatocytes (Sato et al. 1999) et les fibroblastes
(Milner et al. 1989).

HARP est capable de stimuler la croissance des cellules cérébrales de rat in vitro. Elle peut
¢galement stimuler la prolifération des fibroblastes et des cellules endothéliales d’un
carcinome pulmonaire (Jager et al. 1997). Il a été montré par la suite que la prolifération des

chondrocytes est aussi inhibée par HARP (Tapp et al. 1999).
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L’activité de différenciation d’HARP a été principalement étudiée in vitro sur des cellules
neuronales. En effet, HARP induit la croissance neuritique de types cellulaires variés telles
que les cellules neuronales embryonnaires (Rauvala 1989), les neurones corticaux périnataux
(Hampton et al. 1992) et les cellules de neuroblastome (Kuo et al. 1990). HARP est connue
également pour étre impliquée dans la différenciation des myoblastes et dans la formation de
la synapse neuromusculaire au cours du développement (Peng et al. 1995). De plus, HARP a
été décrite comme jouant un réle clé de régulateur de la différenciation des chondrocytes au
cours du développement. En effet, une étude sur le poulet a montré que 1’apparition d’HARP
dans les phases précoces du développement de I’embryon est concomitante avec le processus
de chondrogenése (Dreyfus et al. 1998).

Mise a part ses rbles sur la prolifération et la différenciation de plusieurs types cellulaires dont
les cellules endothéliales, HARP a été décrite comme ayant également une activité
angiogenique. Cette cytokine est capable de stimuler la formation de néo-capillaires a partir
des cellules endothéliales dans plusieurs modeles in vitro (Souttou et al. 2001). In vivo, sa
surexpression est impliquée dans la néo-angiogenese tumorale (Czubayko et al. 1996).
L’inhibition de HARP dans le modéle de souris athymiques, induit une régression de cette
angiogeneése. Par ailleurs, HARP régule le systéme rénine-angiotensine connu pour son role
important dans 1’angiogenése (Herradon et al. 2004).

Enfin, Dactivit¢ d’HARP peut é&tre régulée par plusieurs composants dont les
glycosaminoglycanes qui jouent le réle de réservoir en modulant sa biodisponibilité au sein de
la matrice extracellulaire. En effet, il est connu que HARP interagit et posséde une affinité
importante pour les chondroitines sulfates et plus précisément les CS-B qui sont les
dermatanes sulfates (Vacherot et al. 1999).

IV. Modéle animal d’induction de la tendinopathie du supra-épineux
IV.1. Pertinence et développement du modéle-rat de sur-utilisation

Les tendinopathies résultantes de la sur-utilisation articulaire constituent un probléme clinique
important. Le terme tendinopathie désigne les blessures tendineuses sans rupture. Le manque
de connaissances sur leur étiologie rend les résultats des traitements thérapeutiques classiques
tres aléatoires. Des facteurs environnementaux mécaniques semblent contribuer a la
manifestation des tendinopathies. Pour concevoir des traitements appropriés, il est important
de comprendre les processus cellulaires et moléculaires fondamentaux qui conditionnent

I’installation de la pathologie et de savoir comment la sur-utilisation affecte les tendons.
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Les limitations inhérentes a la clinique humaine et aux études post-mortem sont des éléments
en faveur du développement de modeéles animaux pour explorer ces mécanismes
pathologiques. Le développement d’un modéle animal pertinent reproductible est en effet une
condition incontournable afin de pouvoir décrire précisement les processus mis en jeux, poser
un diagnostic précoce et eventuellement envisager une thérapie préventive, de préférence non
invasive.

Ce projet de these a permis donc de mettre en place en France un récent modele animal de
tendinose débutante a caractére non inflammatoire et d’origine mécanique, qui évolue vers
une tendinose installée analogue a celle observée en cliniqgue humaine. Ce modeéle a été établi
et validé aux Etats-Unis (Soslowsky et al. 2000) et reproduit & ce jour seulement dans un
laboratoire canadien avec lequel nous collaborons (University of British Columbia,
Vancouver) et un laboratoire australien (University of New South Wales, Sydney). Il n’était
pas encore exploité en France. Sa finalité est de compléter les nombreux travaux en cours qui
¢tudient la pathologie avancée chez ’Homme en établissant la pathogénése précoce de la
tendinopathie du supra-épineux et les interactions mécanobiologiques et biomécaniques qui
lui sont associées.

Pour évaluer la pertinence de différents modéles animaux dans le but de reproduire une
tendinopathie du supra-épineux analogue a celles observées chez 1’homme, une liste de
plusieurs critéres spécifiques associés a la pathologie été établie. Elle comprend des critéres
liés & la musculature de I’articulation de 1'épaule (Baron et al. 1991) dont les muscles supra- et
infra-épineux, le deltoide et le biceps ; et des critéres liés a I'anatomie osseuse de 1’articulation
gléno-humérale, de I'acromion, du coracoide, de la clavicule et de I'humérus (Herberts et al.
1984; Inman et al. 1996). Des criteres cinématiques concernant les mouvements de flexion,
d’extension et de rotation ont été également pris en compte (Leadbetter 1992). Une attention
particuliére a été accordée a la région sous-acromiale. Le critére considéré comme le plus
important était la position anatomique du tendon supra-épineux par rapport aux pieces
osseuses se situant a proximité (acromion, coracoide, téte de I’humérus, cavité glénoide de la
scapula) (Figure 4).

Dans une étude publiée en 1996, 33 animaux différents, tel que chats, chinchillas, vaches,
chiens, hamsters, lapins, primates, rats, etc; ont été analysés par 1’équipe du Dr Louis J
Soslowsky pour une possible utilisation en tant que modele animal de tendinopathie de la
coiffe des rotateurs (Soslowsky et al. 1996). Les résultats ont montré que seul le rat est un
modele approprié car il satisfait ’ensemble des critéres évoqués. En effet, les anatomies

osseuse, ligamentaire et musculaire de I’articulation de 1’épaule chez la grande majorité des
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animaux ne ressemblent pas a celle de I’étre humain. Sur les 33 animaux étudiés, 28 avaient
I’acromion peu développé. Dans 12 cas, I'acromion tendait plus vers I’infra-épineux que vers
le supra-épineux. Parmi les espéces animales potentiellement intéressantes, seul le rat avait le
tendon supra-épineux qui passait en-dessous d’un arc formé par le coracoide, 1’acromion et le
ligament acromio-coracoidien et se trouvait donc adjacent a 1’acromion comme on 1’observe

chez ’'Homme (Figure 25).

Les photos ci-dessus de I’anatomie osseuse de Iarticulation de I’épaule droite de I'Homme et du
Rat dans le plan postéro-supérieur démontrent la similarité de la projection antérieure de
I’acromion au-dessus de la téte humérale jusqu’a la clavicule

HUMAIN

Les photos ci-dessus de Iarticulation de I’épaule droite sans I’humérus de I'Homme et du Rat dans
le plan latéral démontrent la présence similaire d’un espace fermé par lequel passe le tendon supra-
épineux.

Figure 25. Comparaison anatomique de I’articulation de 1’épaule entre I’Homme et le rat
(Soslowsky et al. 1996).
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La figure ci-dessus illustre la relation anatomique entre I'acromion, le coracoide, la clavicule
et la fosse du supra-épineux (Figure 4). Ce chemin anatomique du tendon serait le fondement
de I’étiologie mécanique liée au conflit sous-acromial de pincement.

Cette étude fournit des preuves anatomiques et fonctionnelles de la pertinence du choix du rat
pour étudier la tendinopathie du supra-épineux. De plus, il a été démontré que les altérations

tendineuses sont reproductibles si 1’on suit un protocole rigoureux de sur-utilisation.

IV. 2. Les acquis dans le modele de sur-utilisation chez le rat
Le modéle de sur-utilisation du tendon supra-épineux chez le rat consiste a soumettre 1’animal
a un entrainement quotidien adapté (cf. Matériels et Méthodes) provoquant une tendinose
micro-lésionnelle précoce et non-inflammatoire. Cette tendinose est représentative de la
pathologie observée chez I’Homme. Ce modéle a donné lieu a quelques études récentes,

menées a court ou a long terme, qui ont fourni une premiere collecte de résultats (Tableau 9).

Publications , Durfze de Observations et résultats
I’entrainement
(Soslowsky et al. De 4 semaines a Analyse histologique, géométrique et biomécanique. Deés 4
2000) 16 semaines semaines :
- Fibres de collagénes désorganisées
- Prolifération et forme cellulaire modifiées
- Augmentation de la taille des surfaces de section
transversale
- Diminution du modulus et de la résistance a la rupture.
(Perry et al. 2005)  Jusqu’a 16 Analyse transcriptionnelle sur le tendon entier :
semaines - Augmentation des marqueurs inflammatoires : FLAP et
COX-2
- Augmentation des marqueurs angiogéniques: VEGF et
VWEF.
(Scott et al. 2007) De 4 semaines a Etude zonale tendineuse colorimétrique et immunologique :
16 semaines - Différenciation chondroide dans la zone purement
tendineuse
- Hausse des GAGs totaux
- Hausse de la prolifération cellulaire
- Augmentation de la teneur et de I’activité d’IGF
- Pas d’apoptose
- Pas d’invasion cellulaire extra-tendineuse.
(Jelinsky et al. Jusqu'a 4 - Effet du repos aprés sur-entrainement
2008) semaines - Retour & la normale des teneurs en eau et en GAGS, mais
déficit en collagéne.
(Archambaultetal. Jusqu'a 4 Analyse transcriptionnelle du tendon entier. Dés 2 semaines :
2007) semaines - Augmentation du collagéne de type Il
- Diminution du collagéne de type | et 111
- Augmentation de I’aggrécane et diminution de la décorine
- Pas de changement des MMPs et du TGFp.
(Millar et al. 2008)  Jusqu'a 4 Etude transcriptionnelle de la régulation de I’apoptose :
semaines - Augmentation conjointe des marqueurs apoptotiques

(caspases) et anti-apoptotique (HSPs)
- Diminution du facteur hypoxique HIF
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(Molloy et al. Jusqu'a 4 Etude transcriptionnelle des acteurs de la communication
2006) semaines interfibroblastique :

- Augmentation des marqueurs pro-apoptotique

- Augmentation du glutamate.
(Szomor et al. Jusqu'a 4 Etude transcriptionnelle des acteurs de la production de NO (nitric
2006) semaines oxide) :

- Augmentation des NO et des enzymes NO synthases

Tableau 9. Etat de I’art des principaux changements histologiques, cellulaires et moléculaires

observés utilisant le modele animal-rat de sur-utilisation du tendon supra-épineux.
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OBJECTIFS DU PROJET DE THESE
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Approche préventive de la tendinopathie du supra-épineux : un enjeu médical majeur
Les TMS caractérisés par un inconfort, une raideur, un affaiblissement, des douleurs plus ou
moins importantes, pouvant conduire a une rupture partielle ou totale du tendon, sont devenus
la premiere cause de maladie professionnelle en France et une préoccupation majeure de santé
publique. Cependant, les mécanismes physiopathologiques restent encore mal connus et n’ont
fait I’objet que d’un nombre trés restreint d’études. Parmi ces TMS, nous nous sommes plus
specifiquement intéressés dans ce projet de these a la tendinopathie du supra-épineux
engendrée par une sur-utilisation répétitive en élévation de I’articulation de I’épaule.

Le diagnostic de la tendinopathie du supra-épineux est simple notamment grace a I’imagerie
médicale mais il est malheureusement tardif. Le traitement souvent d’ordre médicamenteux
et/ou chirurgical laisse aujourd’hui de plus en plus de place a une prise en charge
pluridisciplinaire (orthopédique, kinésithérapeutique, ostéopathique, etc.). Ainsi, la question
de la thérapie qu’il faut utiliser selon le degré pathologique et selon le tendon atteint reste

posee.

Approfondir les connaissances sur 1’étiologie de la tendinopathie du supra-épineux

Le travail qui m’a été confié au cours de cette thése est de contribuer a une meilleure

compréhension étiologique de la tendinopathie micro-lésionnelle du tendon supra-épineux au

cours des phases précoces afin de pouvoir agir en amont de 1’apparition des symptomes et

ainsi les prévenir.

Le schéma ci-dessous (Figure 26) propose les bases des mécanismes qui peuvent conduire a
des microlésions puis a la rupture d’un tendon soumis a des contraintes répétitives. Que cela
soit au cours des phases précoces ou tardives de la tendinopathie ou quel que soit le tendon
concerné, les études antérieures suggerent des mécanismes communs qui induisent cette
pathologie incluant la contrainte mécanique sur les structures tendineuses. Les contraintes
mécaniques modifient la composition de la MEC du tissu tendineux par synthése ou
dégradation de ses composants. Ces contraintes modifient la capacité des ténocytes a
métaboliser les éléments matriciels et/ou a répondre par exemple a des facteurs de croissance.
Ces changements cellulaires qui surviennent alors, peuvent affecter en retour la composition

de la MEC du tendon et par conséquent ses propriétés biomécaniques.
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Figure 26. Mécanisme lésionnel ou adaptatif au cours de la tendinopathie du supra-épineux.
D’aprés (Cawston et al. 1996).

Dans ce cadre, notre problématigue a consisté a identifier les changements pertinents

survenant au cours des phases précoces dans le tendon supra-épineux sur-utilisé et a

déterminer leur chronologie relative. Pour ce faire, le projet de thése a visé en premier lieu a

mettre en place et a maitriser un modéle animal indispensable déja validé afin de déterminer
les caractéristiques cellulaires et moléculaires précoces de cette pathologie. La mise en place
d’un tel modele animal qui s’intéresse aux phases précoces de la tendinopathie, était une
nécessité afin de pouvoir décrire précisément les processus mis en jeux.

Plusieurs modeles animaux existent dans le monde pour étudier cette pathologie. Le modéle
choisi pour ce projet consiste a provoquer, par un entrainement quotidien sur tapis roulant en

pente descendante, une sur-utilisation du tendon supra-épineux chez le rat. C’est le seul
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modeéle qui permet de reproduire, sur la base des analogies anatomiques avec I’Homme, une
tendinopathie du supra-épineux analogue a celle observée chez I’étre humain. A notre
connaissance, ni ce modéle, ni aucun autre modéle animal permettant d’étudier les phases
précoces d’une tendinopathie n’avait été développé a ce jour en France et les études
antérieures utilisant ce mode¢le s’étaient généralement intéressées aux phases tardives de la

tendinopathie.

Le tendon est une structure trés dense et tres résistante qui fait partie du tissu musculo-
squelettique. Il relie les muscles aux os en stabilisant 1’ensemble. Il est composé
principalement de collagéne, mais il contient également des GAGs associés aux PGs
possédant un fort potentiel de rétention d’eau. Ces composants matriciels sont des éléments
clés du tissu tendineux car ils lui conférent certaines propriétés biomécaniques, comme la
viscoélasticité, qui lui permettent de transmettre les forces musculaires d’une fagon optimale.
Il a déja été montré que la tendinopathie du supra-épineux, au cours des phases tardives de la
pathologie, se manifestait par une déstructuration partielle ou totale du réseau collagénique,
une modification quantitative et qualitative des GAGs ainsi que des changements de certains
médiateurs chimiques locaux. On peut supposer que la tendinopathie débute par des
altérations du tissu collagénique-protéoglycanique et par d’autres signes asymptomatiques qui
constitueront une source de vulnérabilité et engendreront un cercle vicieux de détérioration
tissulaire progressif.

La question que nous nous sommes alors posée était de savoir quand et comment les

composants matriciels majeurs évoluent au cours de ces phases asymptomatiques de la

tendinopathie du supra-épineux. Pour ce faire, I’objectif de la deuxiéme partie de mon projet
de thése a donc consisté a caractériser et a tenter de comprendre le déterminisme cellulaire et
moléculaire du profil d’évolution des composants de la MEC au cours des phases précoces de
la tendinopathie. Nous nous sommes particulierement intéressés a 1’expression des collagenes,
des PGs et de leurs GAGs associés ainsi qu’a certains médiateurs chimiques locaux, qui
pourraient influer sur la nature tissulaire du tendon et donc son comportement biomécanique.
Cette partie a fait 1’objet d’une publication dans la revue Journal Orthopaedic Research en
Juin 2011.

Les changements matriciels constatés, sont une premiere réponse a la variation des contraintes
mécaniques intra-tissulaires entrainant une réponse métabolique cellulaire. En effet, ces

contraintes, qui pourraient étre associées a des microlésions des fibres de collagéne,
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engendreraient une réaction cellulaire libérant des enzymes qui dégradent les composants
matriciels du tendon. Ces changements matriciels pourraient aussi étre liés a une réponse
inflammatoire débutante. Des changements d’expression et d’activité d’enzymes de
dégradation de la MEC et de leurs inhibiteurs, respectivement les MMPs et les TIMPs, ont été
observés au cours des phases tardives de la tendinopathie du supra-épineux chez I’Homme.

La guestion que nous nous sommes alors posée était : « Quelle est la contribution, a la

modification du métabolisme cellulaire, des médiateurs chimiques locaux spécifiques libérés

par les cellules constitutives du tendon et par les cellules inflammatoires ? ». L’objectif de la

troisieme partie a été alors d’analyser dans le tendon supra-épineux, au cours des phases
précoces de la pathologie, la présence et le niveau d’activité des MMPs et de leurs inhibiteurs
identifiées au préalable dans les phases tardives. Nous nous sommes intéressés plus
specifiquement a la MMP-2 et a I’'un de ses systémes activateurs (TIMP-2 et MT1-MMP) et
inducteurs (EMMPRIN et cytokines inflammatoires). Cette partie a fait I’objet d’une seconde

publication, en soumission, dans la revue Arthritis and Rheumatism.

Le dernier objectif de ce travail de thése a été de savoir si I’évolution des composants

matriciels, observée au cours de la tendinopathie dans le modéle animal de rat, est

représentative des changements constatés au cours de la tendinopathie humaine. En d’autres

termes, il s’agissait de savoir si une corrélation pouvait étre établie chez I’Homme entre le
niveau de changements moléculaires et cellulaires observés et le degré de sévérité de la
tendinopathie diagnostiquée. Pour ce faire, la derniere partie de ce projet de these a consisté
principalement a étudier 1’évolution quantitative des GAGs totaux par une méthode
histologique dans des échantillons de tendon patellaire humain sains et pathologiques. Plus
spécifiqguement, nous avons cherché a corréler la quantité de GAGs a un score de référence

(VISA score) indiquant le stade d’avancement de la tendinopathie. Nous avons ainsi tenté de

savoir s’il était possible, a des fins diagnostiques, de déterminer le deqgré de la tendinopathie a

partir de la guantité de GAGs présente dans le tendon et ainsi fournir des éléments informatifs

pour les thérapeutes afin qu’ils adaptent leurs traitements.

Ce projet de thése a donc pour ambition de contribuer a améliorer nos connaissances des
phases précoces du processus d’altération du tendon du supra-épineux. Les connaissances
acquises, constituent un préalable au développement d’outils de diagnostic précoce, de
prévention et de thérapies « intelligentes » non invalidante des TMS en amont de 1’apparition

des symptomes delétéres. D’importants efforts de recherche et de formation resteront a
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accomplir en particulier dans la caractérisation de la pathogenése précoce des tendinopathies

et dans la connaissance du contexte biomécanique qui les génére.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Liste des matériels et réactifs

Matériels Fournisseurs
Acide Acétique VWR
Acide chlorhydrique (HCI) VWR
Acide Sulfurique (H,SOy) VWR
Acrylamide/bis 30% Bio-Rad
Agarose Invitrogen

Anticorps anti-1gG de chévre couplé a la peroxydase

Jackson ImmunoResearch

Anticorps anti-1gG de lapin couplé a la peroxydase

Jackson ImmunoResearch

Anticorps anti-1gG de souris couplé a la peroxydase

Jackson ImmunoResearch

Anticorps anti-1gG de souris couplé au FITC Alexa fluor 488

Interchim

Anticorps anti-VSV tag P5D4

Dr Toin Van Kuppevelt

APMA (acide phényle mercurique acétate)

Sigma

Appareil de broyage des tissus, Ultraturrax

IKA labortechnik

Appareil de comptage de scintillation liquide 1450-Microbeta Plus

Wallac

Appareil de rincage des plaques ELISA, Asys Atlantis 2

Biochrom

Appareil PCR GeneAmp PCR System 9600

Perkin EImer Biosystems

Appareil RT, Thermocycler ThermoJet
APS (ammonium persulfate) Sigma
Bleu 1,9-déméthylméthyléne Sigma
Bleu de Comassie G-250/R-250 Merck

Centrifugeuse Biofuge fresco

Heraeus centrifuge

Chloroforme VWR
Chlorure de calcium (CaCl,) VWR
Chondroitinase B Sigma
Cocktail d’inhibiteurs de protéases Sigma
Collagénase Type IA, clostridium histolyticum Sigma
Cuve d’électrophorése des gels PCR, Mupid-ex Mupid
Cuve d’¢lectrophorése Western blot Mini Protean I1 Bio-Rad
DQ-gélatine de porc couplée a la fluorescéine Invitrogen
DTT (1,4-dithiothréitol) Invitrogen
ECL (réactif de détection par chimiluminescence) Roche
EDTA (acide éthyléne-diamine-téra-acétique) Sigma
Ethanol VWR

FGF-2, fibroblast growth factor-2

Laboratoire CRRET

Gélatine type A de porc Sigma
Glycérol MP biomedicals
Glycine VWR

HARP, Heparin affin regulatory peptide

Laboratoire CRRET

86




Héparine Sigma
Hyperfilm ECL Amersham
Isopropanol VWR

Kit BCA de dosage protéique

Thermo Scientific

Kit ELISA de TGFB-1

R&D system

Logiciel d’analyse d’images et de quantification, ImageJ

National Insitute of Health

Logiciel d’analyse statistique, GraphPad Prism

GraphPad Software

Membrane PVDF Immobilon-P (polyfluorure de vinylidene) Millipore
Meéthanol VWR
Microscope optique a fluorescence, fluoview FVV-1000 Olympus
Microscope optique & lumiére blanche, Aristoplan Leitz

NaCl (Chlorure de sodium) VWR
NaOH (hydroxyde de sodium) VWR
Nitrite de sodium Sigma

PBS (Tampon phosphate salin) Gibco
Pentobarbital de sodium CentraVet
Petit tube 1,5ml et 2ml Eppendorff
pH-meétre CG-820 Schott Gerate
Plaque biochimie 96 puits pour dosage protéique Costar
Plaque biochimie 96 puits pour test ELISA Costar
Protéinase-K Promega
SAB (sérum albumine bovine) Sigma

SDS (Dodécyl sulfate de sodium)

MP biomedicals

Spectrophotometre IEMS Reader MF

LabSystems

Spectrophotometre lambda 3 UV/VIS

Perkin EImer Biosystems

Substrat de la peroxydase, TMB substrate kit Pierce
Sulfamate d’ammonium Sigma
SuperScript 11 transcriptase inverse Invitrogen
Systéme d’acquisition d’image en fluorescence, Cell spin Olympus

Systéme d’acquisition d’image en lumiére blanche, CoolSNAP

RS photometrics

Systéme de capture d’image des gels PCR, GeneSNAP

Syngene

Systéme de capture d’image Western blot et zymographie, Scion Image

National Institute of Health

Systéme de transfert Western blot MiniTransblot

Bio-Rad

TAE (Tampon tris, acétate, EDTA) Invitrogen
Taq polymérase, thermus aquaticus Invitrogen
TEMED, Tetra-méthyle-éthyléne-diamine Sigma

Tris (tris-(hydroxyméthyl))-aminométhane

MP biomedicals

Triton X-100

MP biomedicals

Tween-20

MP biomedicals
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-2-mercaptoéthanol Sigma

I1. Liste des anticorps utilisés

AC | anti- Isotypes Dilution Fournisseur
WB IF

Aggrécane polyAb 1/500 1/100 Santa Cruz
CD-163/ED2 polyAb NR 1/200 abSerotec
CD-68/ED1 polyAb NR 1/200 abSerotec
Collagene 1l polyAb NR 1/200 abCam
Décorine LF-113 polyAb 1/5 000 1/500 Dr Larry Fisher
EMMPRIN/CD147 G-19 polyAb 1/3 000 1/500 Santa Cruz
GAPDH monoAb 1/10 000 NR Applied Biosystem
HARP/PTN polyAb 1/1 000 NR R&D system
MMP-13 (IM35L) monoAb 1/1 000 NR Calbiochem
Versicane polyAb 1/500 1/100 Santa Cruz
B-actine clone AC-15 monoAb 1/5 000 NR Sigma
a-tubuline polyAb 1/5 000 NR Sigma

HARP/PTN= Heparin Affin Regulatory Peptide/Pleiotrophin; MMP-13= matrix metalloproteinase-13; EMMPRIN=
Extracellular matrix metalloproteinase inducer ; GAPDH= Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ; PolyAb/monoAb=
polyclonal antibody/monoclonal antibody ; WB= western blot; IF= immunofluoresence ; NR= non réalise.

l1l. Modéle animal d’induction de la tendinopathie du supra-épineux ; le modele de sur-
utilisation

Des rats males Sprague Dawley (Janvier), agés de 8 semaines et pesant entre 400 et 450g ont été

utilisés pour cette étude. Vingt-cing animaux contrdles ont été soumis a une activité normale de

cage. Vingt-cing autres ont été soumis a une activité de course quotidienne sur un tapis roulant

apres une période d’adaptation a I’effort d’une dizaine de jours (Figure 27).

La mise en ceuvre de ce programme d’entrainement chez le rat s’est révélée particulieérement
délicate. Les animaux sont d’abord entrainés a courir sur le plat, quotidiennement pendant des
durées croissantes allant de 10 minutes a une heure avec une vitesse qui augmente
graduellement de 0.5 a 1 km/h. Nous avons remarqué qu’environ la moitié des animaux
refusait de courir. Il semblerait que certains rats atteignent plus que d’autres un niveau élevé
d’anxiété et de stress qui les rend récalcitrants. D’autre part, il est connu que chez cette
espéce, certains individus ont naturellement un tempérament passif qui les rendrait rétifs aux
sollicitations d’entrainement auxquelles le protocole les soumet. Une étape importante, au
cours de 1’adaptation a I’entrainement, a consisté a détecter ces animaux récalcitrants et a les

écarter du lot « entrainés ».
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Figure 27. Protocole de sur-utilisation du tSE chez le modéle animal rat.

Une fois les animaux « coopératifs » sélectionnés, le protocole de sur-utilisation proprement
dit commence. Le protocole expérimental consiste a faire courir les rats sur un tapis roulant
avec une pente descendante de 10°, 5 jours/semaine, a raison d’1 h/jour, a une vitesse de 17

m/min, pendant 1, 2 et 4 semaines (Figure 27). La pente descendante est I’un des paramétres
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les plus importants du protocole de sur-utilisation. En effet, le rat est un animal quadrupede et
pour induire la tendinopathie du supra-épineux, le travail doit obligatoirement étre concentré
sur les pattes antérieures. Lors de la course, les tendons de la coiffe des rotateurs dont fait
partie le supra-épineux, ont une action antagoniste sur le plan fonctionnel qui correspond a un
travail en freinage. Ce travail, défini comme un travail excentrique, serait responsable de la
tendinopathie.

La maitrise de ce protocole d’entrainement a été acquise au cours d’un séjour de 2 mois dans
le laboratoire du Dr Louis Soslowsky (Université de Pennsylvanie, Philadelphie, USA) avec

qui nous collaborons.

IV. Prélévement des tendons supra-épineux (tSE)

Aprés 1, 2 et 4 semaines d’entrainement, les rats controles (n=25) et entrainés (n=25) ont été
euthanasiés avec une solution de pentobarbital, les tSE ont été disséqués et séparés de leurs attaches
musculaires et osseuses, peses, congelés dans l'azote liquide et stockés a -80°C jusqu'a leur
utilisation.

Pour les études histologiques, des tendons que nous avons prélevés et congelés ont été coupés au
cryostat en coupes transversales de 8 um. D’autres tSE utilisés proviennent d'une cohorte de rats
(n=32) d’une étude précédente (Scott et al. 2007) entrainés selon le méme protocole. lls ont été
prélevés avec leurs muscles et ensuite fixés et inclus dans la paraffine. Pour chaque temps (4, 8, 12
et 16 semaines), cing rats entrainés et trois rats controles ont été étudiés. Nous avons utilisé ces

échantillons afin de réduire le nombre d'animaux requis pour ce projet.

V. Etude des glycosaminoglycanes (GAGS) totaux et spécifiques (Figure 28)
V.1. Extraction des GAGs totaux

Les GAGs tissulaires ont été extraits a partir des tSE de rats contrdles et entrainés a différents
temps (2 et 4 semaines). Les tendons sont décongelés puis incubés dans du tampon phosphate
K2HPO,4 (100 mM, pH 8) selon leur masse (1 ml/25 mg de tissu) et traitées a la protéinase-K a
200 pg/ml pendant 24 h a 56 °C. Dans ces conditions, la protéinase-K dégrade la plupart des
protéines détachant ainsi les GAGs des protéoglycanes. L'enzyme est ensuite inactivée en
augmentant la température a 90 °C pendant 30 min. L'ADN, pouvant interférer avec les GAGs
au moment du dosage, a été ensuite éliminé par digestion a la DNase (7,5 U/25 mg de tissu)
pendant 24 h a 37 °C. Puis, les échantillons ont été dilués, avec un rapport 1/1, dans du NaCl
4 M afin d’abolir les interactions entre les GAGs et les peptides formés apres la dégradation a

90



la protéinase-K. Les échantillons ont été ensuite traités a l'acide trichloracétique (TCA) a 10
% finale afin de précipiter et d’éliminer les peptides résiduels. Les lipides tissulaires sont
ensuite dissous en rajoutant du chloroforme avec un rapport 1/1. Aprés centrifugation a 13000
rpm, la phase aqueuse contenant les GAGs est récupérée et dialysee dans un tampon de
dialyse (50 mM Tris-HCI, 50 mM acétate de sodium, 5 mM CaCl,, pH 8) deux fois pendant
4h, puis toute une nuit dans de l'eau. Suite a la dialyse, les extraits de GAGs totaux sont enfin
récupérés, congelés puis lyophilisés. Apres 1’extraction, les GAGs sulfatés ont été quantifiés
en utilisant le bleu 1,9-diméthylméthyléne (DMMB).

V.2. Quantification des GAGs totaux au bleu 1,9-diméthylméthyléne (DMMB)

Le DMMB est un cation coloré pouvant se fixer aux GAGs par I’intermédiaire de leurs
groupements anioniques. Le principe du dosage par ce cation (Barbosa et al. 2003) est basé
sur la capacité d’interaction spécifique du DMMB avec les groupements sulfates présents tout
au long des chaines de GAGs (Farndale et al. 1982). Par conséquent, cette méthode ne permet
de doser que les GAGs sulfatés. Ainsi, I’acide hyaluronique (le seul GAG non sulfaté) qui ne
sera pas étudié au cours de ce projet, n’est pas quantifiable par cette technique.

Pour ce dosage, deux étapes sont nécessaires. La premiere est la complexation du DMMB sur
les groupements sulfates des GAGs, alors que la deuxiéme est sa décomplexation a I’aide
d’une solution a base de guanidine.

Apres extraction, dialyse et lyophilisation, les extraits de GAGs totaux sont dilués dans 500 pl
d’H,0 stérile. Le dosage s’effectue a ’aide d’une gamme étalon préparée avec la CS-A dans
un intervalle allant de 0 a 5 g pour une prise d’essai de 50 pl. De la méme facon, le dosage a
¢été effectué avec une prise d’essai de 50 pl pour tous les échantillons. Ensuite, Iml de la
solution de DMMB a été ajouté a chacun des échantillons, puis le mélange a été soumis a une
forte agitation pendant 30 min a température ambiante afin de permettre la liaison entre le
DMMB et les groupements sulfates des GAGs. Les échantillons sont précipités par une
centrifugation de 15 min a 13000 rpm. Apres élimination de 1’excés de solution de DMMB,
220 pl de solution de décomplexant sont ajoutés au précipité contenant les GAGs complexés
au DMMB puis le mélange est a nouveau agité pendant 30 min a température ambiante. La
densité optique du mélange pour tous les échantillons a été mesurée a 650 nm. La quantité de
GAGs totaux est déterminée a 1’aide de la gamme de CS-A réalisée en méme temps et dans

les mémes conditions.
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V.3. Quantification des GAGs spécifiques au bleu 1,9-diméthylméthyléne
(DMMB)
Quantification des HS :

Apres extraction des GAGs, les échantillons sont traités a 1’acide nitreux qui dégrade
spécifiqguement les HS sans altérer les CS ni les DS. Deux gammes étalons sont parallelement
préparées, une gamme de CS-A (0 a 5 pg) pour le dosage et une gamme de HS (0 a 5 pg)
pour le contréle positif de la réaction chimique. Comme pour le dosage des GAGs totaux, ce
dosage spécifique a été effectué avec une prise d’essai de S0ul. Les gammes ainsi que tous les
échantillons ont été repris dans 100 pl d’H,0O, ensuite 100 pl de nitrite de sodium (0,25 M) et
100 pl d’acide acétique (33 %) ont été ajoutés au mélange pendant 2h a température ambiante.
La réaction est arrétée par 1’ajout de 100 pl de sulfamate d’ammonium 14 %. Les échantillons
sont dosés par compléxation au DMMB, comme précédemment décrit. Dans ce cas, le dosage
aboutit a la quantification des CS+DS présents dans I’échantillon. La quantité d’HS est
ensuite déterminée par une simple soustraction qui est la suivante :
HS = GAGs totaux - (CS+DS)
Quantification des DS :

Aprés extraction des GAGs totaux, les échantillons sont incubés avec de la chondroitinase-B
qui dégrade spécifiquement les DS sans altérer les CS ni les HS. Deux gammes étalons sont
parallélement préparées, une gamme de CS-A (0 a 5 pg) pour le dosage et une gamme de CS-
B (0 a 5 pg) pour le contréle positif de la réaction enzymatique. Comme pour les dosages
précédents, ce dosage spécifique des DS a été effectué avec une prise d’essai de 50 pl. Les
gammes ainsi que tous les échantillons ont €té repris dans 100 ul de tampon de dialyse (50
mM Tris, 50 mM acétate de sodium, 2 mM CaCl,, pH 8), puis sont digérés a la
chondroitinase-B (0,5 U/ml) pendant 2h a 37°C. Les échantillons sont dosés par compléxation
au DMMB, comme précédemment décrit. Dans ce cas, le dosage aboutit a la quantification
des CS+HS présents dans I’échantillon. La quantité de DS est ensuite déterminée par une
soustraction qui est la suivante :
DS = GAGs totaux - (CS+HYS)

Quantification des CS :

Aprés le dosage des GAGs totaux, des HS et des DS, la quantité de CS est enfin déterminée
par une equation mathématique de soustraction qui est la suivante :
CS = GAGs totaux - DS — HS
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Figure 28. Méthode d’extraction et de quantification biochimiques des GAGs totaux et
specifiques.

V.4. Histochimie des GAGs totaux par la technique de complexation au DMMB
L’histochimie des GAGs totaux a été réalisee sur des coupes de tSE fixées et incluses dans la

paraffine. Le principe de cette méthode histochimique repose sur le méme principe que celui
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de la quantification biochimique des GAGs totaux. Tout d’abord, les coupes ont été chauffées
a 50°C pendant 10 min et déparaffinées avec le xylene. Elles ont été ensuite réhydratées a
I’aide de bains successifs d’éthanol 100 %, 95 %, 90 %, 70 % et enfin 50 % puis incubées
pendant toute une nuit dans la solution de complexation au DMMB. Enfin, les coupes ont été
rincées 3 fois avec du PBS et les lames ont été montées avec des lamelles appropriées. Ce
marquage a été validé en utilisant la digestion enzymatique a la chondroitinase-ABC avant la
coloration. L’acquisition des images a été réalisée a ’aide d’une caméra CoolSNAP.
L’analyse d’image et la quantification du marquage ont été réalisées en créant une procédure

de segmentation a I’aide du logiciel ImageJ (Rasband 1997-2009).

V.5. Immunomarquage des GAGs spécifiques

L’immunomarquage des GAGs spécifiques a été réalisé sur des coupes de tSE fixees et
incluses dans la paraffine provenant de la méme cohorte de rats que celle décrite
précédemment. Des coupes de tendons patellaires humains ont également été utilisées. Apres
avoir eliminé la paraffine et réhydraté les coupes, ces derniéres ont été saturées avec du PBS 3
% SAB (p/v) et incubées dans I’anticorps primaire « phage display single chain » anti-DS,
anti-CS et anti-HS (Tableau 10) a 4 °C pendant toute une nuit (Figure 29). Les coupes ont été
rincées 3 fois avec du PBS 0,05 % Tween-20 ensuite incubées avec 1’anticorps anti-VSV tag
IgG, clone P5D4, pendant 1 h 30 min a température ambiante. Aprés un nouveau ringage, 3
fois avec du PBS 0,05 % Tween-20 (v/v), les coupes ont été incubées 1 h a température
ambiante, dans I’anticorps secondaire IgG anti-souris couplé au FITC Alexa-488 (Fluoprobes
Interchim). Enfin, le marquage des noyaux a été effectué en incubant les coupes dans le DAPI
(1 pg/ml) pendant 5 min. Ce marquage a été validé par digestion chimique et enzymatique en
incubant les coupes respectivement avec l’acide nitreux, la chondroitinase-B et la
chondroitinase-ABC pour les HS, les DS et les CS. Les images du marquage fluorescent ont
été obtenues a 1’aide d’une caméra CCD monochrome CFW-1310M (Scion, NIH) associée a
un microscope BH-2 epifluorescence (Olympus).
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Figure 29. Méthode d’immunomarquage des GAGs spécifiques avec des anticorps « phage

display single chain ».

Modifications
Clone  Séquence VL,CDR3®  Spécificité Références o Dilution
préférentielles

(Smetsers et al. _
I03H10 AKRLDW Cs 2004) 6-O-sulfatation 1/5

2-O-sulfatation
(Lensen et al. ]
LKN1 GIKL DS 4-O-sulfatation 1/5
2006) )
6-O-sulfatation

N-sulfatation
(Jenniskens et al. C5-épimerisation
AO4B08  SLRMNGWRAHQ HS ) 1/5
2000) 2-O-sulfatation

6-O-sulfatation

#Séquence aminoacide du Vy de la région déterminante complémentaire 3 (CDR3).

Tableau 10. Caractéristiques des anticorps des GAGs spécifiques « phage display single
chain » (anti-CS, anti-DS et anti-HS).

V.6. Evaluation des propriétés biologiques des GAGs
V.6.1 ELISA compétitif
Un « ELISA compétitif » a éte realisé afin d’évaluer les propriétés qualitatives des GAGs Vis-

a-vis de certains facteurs de croissance. Cette technique permet de mettre en évidence la
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capacité des GAGs, pris comme compétiteurs, d’empécher la liaison a 1’héparine d’une
protéine, en 1’occurrence les facteurs de croissance HARP ou FGF-2 (Najjam et al. 1997)

(Figure 30). L’efficacité de la compétition dépend de la composition des GAGSs testés.

Intensité de la couleur

. Complexe 00 " 1

SAB-Heparine ) HARP or FGF-2 GAGs A 1% anticorps \  2°M¢ anticorps

couplé peroxydase

Figure 30. Technique d’ELISA compétitif entre HARP/FGF-2 et les extraits de GAGSs totaux

naturels par rapport a 1’héparine.

Tout d’abord, les puits des plaques type ELISA ont été recouverts pendant une nuit a 4 °C
avec 2 ug/ml d’une solution de SAB-Heparine préparée au préalable comme décrit dans des
études précédentes (Najjam et al. 1997). Apres 3 lavages au PBS 0,05 % Tween-20, les puits
ont été saturés pendant 2h avec une solution de PBS 3 % SAB (p/v). Apres 3 lavages au PBS
0,05 % Tween-20, HARP ou FGF-2 (50 ng/ml) a ensuite été ajouté simultanément avec les
GAGs totaux extraits de tendons (4pg/ml) dans les puits et le mélange a été incubé pendant
une nuit a 4 °C. HARP et FGF-2 ont été produits au laboratoire CRRET a partir de bactéries
E. coli transfectées avec un plasmide contenant I’ADNc d’HARP ou de FGF-2 (Seddon et al.
1994). Les plagues ont été ensuite lavées 3 fois au PBS 0,05 % Tween-20 et incubées 2 h avec
les anticorps primaires polyclonaux anti-HARP (1/5000) ou anti-FGF-2 (1/5000) (R&D
system, Inc) puis incubées a nouveau 2 h avec les anticorps secondaires appropriés, couplés a
la peroxydase. Les puits ont été lavés une derniére fois et le substrat de la peroxydase (TMB
substrate) a été ajouté jusqu'a ’apparition d’une coloration bleue. La réaction a été ensuite

arrétée avec 100 pl de 2 M d’H,SO, et ’absorbance a été mesurée a 450 nm. La liaison
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d’HARP ou de FGF-2 a I’héparine en I’absence des GAGs totaux compétiteurs a été définie

comme la référence (100 % de la liaison).

V.6.2. Analyse des disaccharides d’HS et de CS par la méthode de
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

Apres leur extraction et leur quantification, les GAGs totaux issus des tSE contrdles et sur-
utilisés ont été isolés et hydrolysés en disaccharides par un traitement enzymatique approprié
afin d’étre analysés par HPLC. Pour I’analyse des HS, les extraits ont ét¢ dégradés par la
chondroitinase ABC a une concentration de 0.25 mU/ml dans un tampon de dialyse (50 mM
Tris, 50 mM acétate de sodium, 2 mM CaCl,, pH 8) pendant 24 h & 37 °C. Les HS ont été
ensuite séparés des CS/DS par une rapide dialyse dans de 1’eau. Pour 1’analyse des CS, les
extraits ont été¢ dégradés par un mélange d’héparinase I, II et III & une concentration de 0.5
mU/ml dans le méme tampon dialyse pendant 24 h a 37 °C. Les CS ont été ensuite sépares
des HS par une rapide dialyse dans de I’eau. Aprés la dégradation des HS et CS/DS
respectivement par de 1’héparinase I, II, III et de la chondroitine ABC, 90 pl des disaccharides
obtenus ont été filtrés et injectés dans le systeme HPLC contenant une colonne Propac PA-1
¢changeuse d’anions (4.6 x 250 mm ; Dionex). Les disaccharides ont été ensuite élués par un
gradient de NaCl 100 mM et 1 M a 0.25 ml/min et passés par dérivation dans une colonne
contenant une solution de cyanoacétamide 2 % en gardant le méme flux. Apres élution, les
saccharides obtenus ont été contrdlés a la sortie par un détecteur de fluorescence a 346 nm
d’excitation et 410 nm d’émission. Delta-HS et delta-CS disaccharides (MoBiTec) ont été
utilisés comme standard pour 1’identification des pics. Les surfaces sous les courbes ont été
mesurées et le pourcentage de chaque disaccharide a été calculé. Les résultats ont été
exprimés en pourcentage des disaccharides totaux HS et CS.
Sachant que les DS sont des CS qui ont subi une épimérisation en position C5 de ’acide
glucuronique en acide iduronique, cette technique ne permet pas de les analyser séparément.
Les résultats obtenus concernant les CS représentent donc I’ensemble des CS épimérisés ou
non épimérisés. Enfin, en utilisant des standards de disaccharides HS et CS, le type et la

quantité des disaccharides ont été établis.

V1. Evaluation de la masse hydrique des tSE
Aprés prélevement, les tSE ont été pesés a ’aide d’une balance de précision (10 pg) et
congelés a -80 °C. Afin d’évaluer la quantité d’eau présente, les tendons contrdles et sur-

utilisés ont été soumis a un processus de lyophilisation sans étre décongelés au préalable. Le
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principe de la lyophilisation consiste a 6ter I’eau d’un produit liquide ou solide préalablement

surgelé par sublimation a ’aide de 1’évaporation sous vide. Les tendons ont été ensuite

repesés et la masse hydrique a été ensuite déterminée par une soustraction qui est la suivante :
mH,0 = mse frais — mese lyophilisé

mH,0O = Masse hydrique ; mse frais = masse du tSE avant lyophilisation ; mye lyophilisé = masse du tSE apreés

Iyophilisation.

La masse a été normalisée par rapport au poids frais des tendons.

VII. Immunomarquage des PGs

L’immunomarquage des PGs a été réalisé en utilisant les mémes coupes de tSE provenant de
la méme cohorte de rats du laboratoire canadien ainsi que les coupes de tendons patellaires
humains de méme provenance. Apres avoir éliminé la paraffine et réhydraté les coupes, ces
derniéeres ont été saturées avec du PBS 3 % SAB (p/v) et incubées dans I’anticorps primaire
anti-décorine, anti-versicane et anti-aggrécane a 4 °C pendant toute une nuit. Les coupes ont
été rincées 3 fois avec du PBS 0,05 % Tween-20 ensuite incubées a nouveau avec 1’anticorps
secondaire approprié couplé a un fluorochrome pendant 1 h a température ambiante et a 1’abri
de la lumiére. Enfin, le marquage des noyaux a été effectué en incubant les coupes dans le
DAPI (1 pg/ml) pendant 5 min. Les images du marquage fluorescent ont été obtenues a 1’aide
d’une caméra CCD monochrome CFW-1310M (Scion, NIH) associée a un microscope BH-2

epifluorescence (Olympus).

VI1I1. Analyse des transcrits de la MEC du tendon supra-épineux

VII11.1. Extraction des ARNm
Les ARN totaux ont été extraits des tSE prélevés stérilement des rats contréles et entrainés.

Les tSE ont été homogénéisés a 1’aide de 1’utra-turrax dans le tampon Trizole contenant du
phenol a raison de 1 ml/20-25 mg de tissu et ensuite incubés pendant 30 min dans la glace.
Apreés ajout du chloroforme (200 pl/l ml de Trizol), le mélange a été incubé 5 min et
centrifugé a 12000 rpm pendant 15 min a 4 °C. La phase aqueuse a été prélevée et transférée
dans un nouveau tube, puis les ARN ont été précipités a I’isopropanol (500 pl/1 ml de Trizol)
pendant 10 min & température ambiante ou 30 min a 4° C. Aprés centrifugation le culot
contenant les ARN a été lavé 3 fois a I’éthanol 70 % et solubilisé dans 1’eau RNase free puis
conservé a -80 °C jusqu'a leur utilisation. La qualité et la quantit¢ des ARN ont été

déterminées en mesurant I’absorbance a 260 et 280 nm. Une électrophorese sur gel d’agarose
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a 2 % a été realisée avant de debuter la RT-PCR, ce qui a permis de contrdler si les ARN

totaux extraits étaient degradés ou pas.

VII1.2. RT-PCR semi-quantitative ; Transcription inverse-réaction en poly-
chaine

Apres extraction, 1 pg d’ARN totaux ont été rétrotranscripts en ADNc a 1’aide de 200 Ul
d’une enzyme appelée la transcriptase inverse Superscript II selon la méthode décrite par le
fournisseur. La PCR a été ensuite réalisée avec 3 ul d’ADNc dans un volume final de 50 pl
pour chaque échantillon contenant 1.5 mM de MgCl,, 0.1 mM de dNTP, 1 uM de chaque
amorce sens et anti-sens et enfin 1 Ul de Tag-polymérase. La liste des amorces utilisées est
présentée dans le tableau ci-dessous. Les réactions d’amplification ont été réalisées a 1’aide
d’un thermocycler Perkin-Elmer GeneAmp 9600. La méthode PCR semi-quantitative a été
validée par des expériences préeliminaires qui ont permis d’établir les conditions optimales
(température d’hybridation des amorces et nombre de cycle) pour chaque molécule étudiée.
Le produit de PCR a été ensuite soumis a une électrophorese sur gel d’agarose 2 % contenant
0.5 mg/ml de bromure d'éthidium. Les gels ont été photographiés a l'aide d'un systéeme
d’acquisition Chimigenius (Syngene, Cambridge, RU) et l’intensité des bandes a été
quantifiée a l'aide du logiciel ImageJ (Rasband 1997-2009).

Geénes Amorces Séquences T° d’hybridation Cycles (T°) Produits (bp)

sens > 2

Collagéne 1al ' 5’-CTGCTGGTCCTAAGGGAGAG-3 62 35 372
Anti-sens 5’-CAATACCAGGAGCACCATTG-3’
sens > 3

Collagen 2al ' 5’-GGAAGAGCGGAGACTACTGG-3 64 0 390
Anti-sens | 5>.CCCTCATCTCCACATCATTG-3’
sens > 3

Collagen 3al - 5’-GGATTCCCTGGATCTCCTGGTG-3 62 35 309
Anti-sens 5’-TCCTGGCTCTCCCTTTGCTC-3’
sens 5’-ATACCGGCGCAATTTCACGGC-3’

Collagen 6al - 64 40 311
Anti-sens 5’-AACCCTTCTCTCCACGGCTTCC-3’
sens 5’-GGAATGAAGGGTCTCGGATA-3’

Decorin - 62 35 394
Anti-sens 5’-GACTCACGGCAGTGTAGGAA-3’
sens 5’-TGTCCTTTTGGCTGCCACTGC-3’

Biglycan _ . . 64 40 350
Anti-sens 5’-AACACGCCCTTGGGCACTTTG-3
sens 5’-GCTCTGGGCTCCTACTCCTT-3’ 6 - 450

Fibromoduline A i sens | 5-GTCCTGCCATTCTGAGGTGT-3*
sens 5’-AGACATGATGGGGAAGGAAG-3’

Versican - 5 5 64 40 351
Anti-sens 5’-AGAGGGAAGCATGTCTGGTT-3
sens 5’-CTGGCATTACGTTTGTGGAC-3’

Aggrecan i i : 64 40 374
Anti-sens 5’-AGCAGTAGGAGCCAGGGTTA-3
sens 5’-CGCAGTGACTTGGTGTTTCT-3’

CHST14 5 64 40 363
Anti-sens 5’-ATCAGCTTCCAGCCTCTCAT-3’
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sens 5°-ATGACCGACGAGCAGGAGAAGG-3’

SOX9 . 64 40 370
Anti-sens | 5°-CGTTGTGCAGATGCGGGTACTG-3’
sens 5°-TCGTCCCAGCAATACCAGCAGC-3’

HARP _ 62 35 390
Anti-sens | 5’-~ACAGTCGGCATTGTGCAGAGC-3’
sens 5’ -TGGGTGGTCCCACAAGTGAAG-3’ 62 w5 )55

Ténomoduline e T 5" GCAAGGCATGATGACACGACAG 3"
sens 5°-CCTGCCTGCATCCATCAACAC-3’

MT1-MMP _ 58 35 317
Anti-sens | 5°’-CCATGAATGAGCCTCTGGGAGAC-3’
sens 5’ - TATGGGAACGCTGATGGCGAG-3’

MMP-2 i 58 35 388
Anti-sens | 5°-TGAAGGGGAAGACACATGGGG-3’
sens 5°-AAGCAGTGAGCGAGAAGGAGG-3’

TIMP-2 _ 62 35 348
Anti-sens | 5°-ATGGGATCATAGGGCAGCGTG-3’
sens 5°-CGTGTTCACATCCATGCCACC-3’

EMMPRIN . 62 35 301
Anti-sens | 5°-GTACCTTGCCACCTCTCATCCAG-3’
sens 5°-CGTCTAGTGGCCCAGATCTGT-3’

TEIID _ 60 30 347
Anti-sens 5’-CGGTAGGCATCTTGATTGTCA-3’

Tableau 11. Liste et détails des amorces utilisées pour les réactions d’amplification PCR.

IX. Analyse de la composition protéique des tendons
IX.1. Extraction des protéines totales

Les protéines totales ont été extraites des tSE prélevés stérilement des rats contrbles et
entrainés. Tout d’abord, les tSE ont été coupés en petits morceaux (1 mm?) et homogénéisés a
I’aide de 1’utra-turrax a raison de 500 ul/20-25 mg de tissu dans un tampon RIPA d’extraction
(60mM Tris—HCI, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,1 % SDS, 1 % désoxycholate de sodium,
1 % Triton X-100 et 1 % mélange inhibiteur de protéases, pH 7.5). Les échantillons ont été
ensuite lysés a 4 °C pendant toute une nuit puis centrifugés. Apres la centrifugation a 12000 g
pendant 15 min, le surnageant a été récolté et son contenu en protéine a été dosé selon la

méthode du kit BCA de Bradford en utilisant le SAB comme gamme étalon.

IX.2. Western blot
Le principe de cette technique est de séparer les protéines en fonction de leur masse
moléculaire sur un gel de polyacrylamide en présence de dodécyle sulfate de sodium (PAGE-
SDS) selon la méthode décrite par Laemmli UK en 1970 (Laemmli 1970). Un gel de
polyacrylamide est préparé a une concentration dépendante de la molécule étudiée (de 6 % a
10 %, Tris-HCI 0.375 M, SDS 0.1 % (p/v), APS 0.05 % (p/v), TEMED 0.05 % (v/v), pH 8.8).
20 a 30 pg de protéines totales de chaque échantillon ainsi qu’un témoin de masse
moléculaire ont été déposes dans le gel. Le gel a été alors soumis a une tension de 50 V

pendant 30 min puis de 100 V pendant 1 h 30 min permettant ainsi la concentration et la
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migration des protéines (tampon de migration : Tris 25 mM, SDS 0.1 % (p/v), glycine 192
mM, pH 8.3). Apres migration, le gel d’électrophorése a été équilibré 15 min dans le tampon
de transfert (Tris 48 mM, Glycine 39 mM, méthanol 20 % (v/v), pH 8.2) et les protéines ont
été alors transférées par un courant de 90 mA pendant toute la nuit a 4 °C sur une membrane
de polyvinyldifluorate (PVDF) Immobilon-P a I’aide du systéme de transfert semi-sec
TransBlot SD. Apres le transfert, la membrane a été rincée avec le tampon PBS 3 fois pendant
10 min et incubée 1 h sous agitation et a tempeérature ambiante en présence de PBS 5 % lait
(p/v) en vue de saturer les sites de liaisons non spécifiques. La membrane a été ensuite
incubée toute une nuit a 4 °C ou 1 h a température ambiante dans les anticorps suivants pour
I’'immunorévélation : anti-décorine (pAb, LF-113, 1/5000, donation de Larry Fisher, NIH,
Bethesda, MD), anti-versicane (pAb, 1/500, Santa Cruz Bio-technology), anti-aggrécane
(pAb,1/500, Santa Cruz Biotechnology), anti-HARP (pAb, 1/1000, R&D system, Inc), anti-
EMMPRIN (pAb, 1/3000, Santa Cruz Biotechnology), anti-GAPDH (mAb, 1/10000, Applied
Biosystems) et anti-a-tubulin (pAb, 1/5000, Sigma). Aprés 1’anticorps primaire, la membrane
a été incubée avec 1’anticorps secondaire approprié¢ couplé a la péroxydase.

La réveélation a été effectuée par chimioluminescence. L’activité de la péroxydase a été mise
en évidence en incubant la membrane avec le substrat de chimioluminescence ECL pendant 1
min. La membrane a été ensuite mise a exposer sur un film photographique pendant 30 sec a

15 min. Enfin, le film photographique a été développé, séché et photographié.

IX.3. Mise en évidence de I’expression et de I’activité des protéinases et de leurs
inhibiteurs par la technique de zymographie
I1X.3.1. Principe
La présence et I’activité des protéinases est mise en évidence par la technique de zymographie
(Overall et Limeback 1988). Cette technique repose sur le principe d’une séparation
électrophorétique dans un SDS-PAGE, en milieu non réducteur, ou un substrat protéique a été
ajouté avant la polymérisation du gel de séparation. L’¢lectrophorése se déroule de la méme
facon que pour la technique du Western blot, les protéinases migrent donc en fonction de leur
masse moléculaire respective. Aprés la migration, le SDS est éliminé afin de renaturer les
protéinases et le gel est incubé a 37 °C, permettant ainsi la dégradation du substrat par les
protéinases. Le gel est ensuite coloré au bleu de Coomassie et la mise en évidence des
protéinases se traduit par des bandes blanches sur fond bleu due a la dégradation du substrat.

L’intensité des bandes est proportionnelle a la quantité des protéinases présentes.
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Cette technique présente une particularité pour les MMPs, notamment en ce qui concerne les
formes pro-enzymatiques. Le passage de la forme pro- a la forme active nécessite la
modification de la liaison Zn-Cystéine en une liaison Zn-H,0. Le SDS dénature la protéinase
et supprime I’interaction cystéine-Zn?* activant ainsi les MMPs. Aprés élimination du SDS, la
protéine retrouve sa forme initiale mais elle conserve la liaison Zn-H,O. L’activation de la
MMP se fait alors par un systeme d’auto-clivage qui élimine le prodomaine. Comme
I'activation se fait aprés I’¢lectrophorese, la forme pro- conserve sa masse moléculaire
apparente plus élevee. La zymographie permet donc de révéler, mais également, de distinguer

les formes pro- et les formes actives des MMPs.

1X.3.2. Zymographie en gel de gélatine

Cette zymographie permet de mettre en évidence la présence et ’activité des gélatinases
MMP-2 et MMP-9. Le substrat, qui est la gélatine, a été préparé au préalable par dissolution
de 1 g pour 100 ml d’eau distillée en chauffant & 50 °C et a été stockee a -20 °C. Avant de
préparer le gel, la gélatine a été chauffée a 37 °C pendant 30 min dans un bain-marie. Le gel
de polyacrylamide a été ensuite copolymérisé avec 1 mg/ml finale de gélatine. 10 a 20 ug de
protéines totales ont été mis en suspension dans le tampon Laemmli 4X (Tris-HCI 62.5 mM, 2
% SDS (p/v), 10 % glycérol (v/v), 0,01 % bleu de bromophénol (p/v), pH 6.8) dans un
volume total de 25 pl maximum, sans réduction au f-mercaptoéthanol. Aprés dép6t des
échantillons, la migration a été réalisée dans les mémes conditions que les gels pour Western
blot. Comme témoin positif de la proMMP-2 et de la MMP-2, un volume du milieu de culture
des cellules HT1080 a eté dépose en parallele. La zone de linéarité de I’activité enzymatique
des gélatinases est obtenue entre 10 et 200 pg d’enzyme (Kleiner et Stetler-Stevenson 1994).
Aprés migration, le gel a été récupéré et rincé 2 fois pendant 30 min dans une solution de
lavage contenant 2.5 % (p/v) de Triton X-100. Le Triton X-100 permet d’éliminer le SDS fixé
aux protéines et par conséquent de les renaturer. Le gel a été ensuite incubé a 37 °C pendant
24 h a 48 h dans le tampon d’activation composé de Tris-HCI 50 mM, CaCl, 5 mM, Triton X-
100 0.02 % (p/v), pH 7.6. Le calcium est nécessaire a I’activation des MMPs, d’ou la présence
de CaCl; dans le tampon d’activation.

Aprés incubation, le gel a été coloré au bleu de Coomassie G-250 (bleu de Coomassie 0.1 %
(p/v), acide acétique 10 % (v/v) et éthanol 40 % (v/v)) pendant 30 min et ensuite décoloré
pendant 1 h a I’aide d’une solution de décoloration contenant de 1’acide acétique a 7.5 % (v/v)

et de I’éthanol a 10 % (v/v). Le gel a été photographié¢ a 1’aide d’un systéme de capture
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d’image Scion Image (NIH). La quantification des gélatinases a été réalisée en mesurant la

densité des bandes a I’aide d’un logiciel d’analyse d’images ImageJ (NIH, Bethesda, USA).

1X.3.3. Zymographie inverse en gel de gélatine

Le principe est identique a celui de la zymographie des gélatinases. La zymographie inverse
permet de mettre en évidence la présence et I’activité inhibitrice des inhibiteurs naturels des
MMPs, les TIMPs. Tout d’abord, 20 ng/ml de MMP-2 ont été activés extemporanément, en
présence de 1 mM d’APMA, a 37 °C pendant 30 min. Le gel de polyacrylamide a été ensuite
copolymérisé avec 1 mg/ml de gélatine et la MMP-2 activée. Les protéines totales (10 a 20
Hg) ont été préparées de la méme maniére que pour une zymographie des gélatinases. Apres
migration et ringage, le gel a été incubé dans le tampon d’incubation a 37 °C pendant 16 h a
24 h. Au cours de I’incubation, la MMP-2 dégrade la gélatine présente dans le gel hormis les
zones ou les TIMPs sont présents. Par conséquent, seules ces zones apparaissent apres
coloration du gel au bleu de Coomassie (DeClerck 1988). La zone de linéarité est obtenue
entre 10 et 60 pg d’inhibiteur (Oliver et al. 1997).

1X.3.4. Zymographie in situ sur une coupe histologique
L’activité gélatinolytique a été détectée en utilisant la DQ-gélatine couplée a la fluorescéine
en tant que substrat. Sa dégradation par les MMPs permet de libérer de la fluorescence et ainsi
d’évaluer I’activité et I’expression des gélatinases. Des coupes transversales congelées du tSE
ont été séchées a I’air pendant 10 min et ensuite rincées avec du PBS a température ambiante.
Avant son utilisation, la DQ-gélatine est dissoute a une concentration de 1 mg/ml dans I'eau
distillée puis diluée au 1/10 dans 1 % d’agarose (p/v) contenant du DAPI a une concentration
de 0.1 pug/ml finale. Aprés 3 rincages de 5 min avec du PBS, 20 ul du mélange DQ-gélatine,
agarose et DAPI ont été déposés sur les coupes. Aprés gélification du mélange pendant 20
min a 4 °C, les coupes ont été incubées pendant 30 min a température ambiante dans une
chambre humide et a I’abri de la lumiére. Pour déterminer la spécificité de I'activité
gélatinolytique, une solution de 20 mM d’EDTA (inhibiteur général des MMPs) a été utilisée.
Les coupes ont été recouvertes avec 1 ml d'EDTA et pré-incubées pendant 30 min dans une
chambre humide pour éviter 1’évaporation. Immédiatement apres I'incubation, la fluorescence a
été détectée a une longueur d’onde d’excitation de 488 nm et une longueur d’onde d’émission
de 500-550 nm. Les images ont été obtenues a 1’aide d’une caméra CCD monochrome CFW-

1310M (Scion, NIH) associée a un microscope BH-2 epifluorescence (Olympus).
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IX.4. Membrane anticorps d’un panel de cytokines inflammatoires
L’expression d’un certain nombre de cytokines inflammatoires a été¢ analysée et quantifiée dans des
extraits protéiques des tendons supra-épineux contrdles et sur-utilisés en utilisant des membranes
RayBio® a anticorps (RayBiotech Inc, Nanterre, France). Les membranes ont été incubées avec
150 pg de protéines totales pendant toute une nuit a 4 °C et ensuite traitées selon le protocole
conseillé par le fournisseur. Les membranes ont été scannées a 1’aide d’un systeme de capture
d’image Scion Image (NIH) et ensuite analysées par densitométrie a I’aide d’un logiciel
d’analyse d’images ImageJ (NIH, Bethesda, USA). L'intensité du signal a été normalisée par

rapport a une moyenne de contrdles positifs.

X. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées selon le test t de Student a 1’aide d’un logiciel de
statistiques GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, San Diego, CA). Les valeurs calculées
sont exprimées en moyenne + écart type. Chaque expérience a été réalisée en triplicate. Les
différences significatives ont été déterminées a une valeur de p < 0.001 (***), p < 0.01 (**),
et p <0.05 (*).
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Le projet de thése a pour but de mettre en place un modele animal de tendinose du supra-
épineux de la coiffe des rotateurs de 1’épaule afin de développer et de valider des outils
technologiques préventifs et thérapeutiques. Son objectif principal est d’identifier les
événements précoces associés aux altérations du tSE sur-utilisé par des méthodes
histologiques et biochimiques afin d’améliorer nos connaissances sur cette pathologic et de
mettre en relation ces observations avec les observations cliniques. Les résultats obtenus au
cours de cette thése nous éclairent sur les interactions mécanobiologiques et biomécaniques
au niveau du tSE. Ces données devraient étre prochainement présentées sous forme d'une
maquette numérique 3D qui sera mise au service de la validation des performances d'outils de
diagnostic (IRM, expertise ergonomique), préventifs (conception des éléments de
I'organisation du poste de travail) et thérapeutiques (appareils de rééducation) afin de faire
régresser ce type de tendinopathie chez ’Homme.

Les différents résultats des travaux menés au cours de ce projet de these seront exposes sous
forme d’articles scientifiques publiés, soumis ou en préparation. Chaque article, constituant le
cceur d’un chapitre, sera précédé d’une bréve introduction dans laquelle seront explicités le

but et les objectifs décrits. Des résultats complémentaires des articles pourront étre apportés.

Le premier chapitre portera sur la caractérisation du profil d’évolution histologique et
biochimique de certains composants de la MEC qui marquent les débuts du processus
pathologique. Nous nous sommes particulierement intéressés aux changements quantitatifs et
qualitatifs des glycosaminoglycanes (GAGs). Nous avons également cherché a comprendre
I’implication possible du facteur de croissance HARP/Pleiotrophine dans les changements
observés. Cette partie abordera la question de la relation existant entre la contrainte
mécanique et la réponse biologique du tissu tendineux.

La seconde partie portera sur 1’évaluation du profil d’expression et/ou d’activités des enzymes
impliquées dans le remaniement matriciel (les MMPs), de leurs inhibiteurs spécifiques (les
TIMPs) ainsi que de leur inducteur (EMMPRIN/CD147) dans le tSE au cours du protocole de
sur-utilisation. Nous chercherons a savoir si le profil inflammatoire change avec les variations
des MMPs.

Enfin, la 3*™ partie des Résultats présentera une validation du modéle animal utilisé en
établissant le profil glycanique de tendons patellaires humains sains et pathologiques. Nous

chercherons a établir une relation entre ce profil et le degré pathologique des tendons.
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1°" partie : Caractérisation de I’évolution du profil matriciel du
tendon supra-épineux au cours de la sur-utilisation et implication
possible des GAGs et du facteur de croissance

HARP/Pleiotrophine dans cette évolution

Les tendinopathies du supra-épineux, sont généralement dues a une mobilisation répétitive du
bras en élévation au dessus de I’articulation de 1’épaule. Nous avons vu dans 1’introduction de
ce manuscrit que les tendinopathies dégénératives chroniques observées chez ’Homme, sont
caractérisées par des altérations structurales et biochimiques. Ces altérations incluent une
désorganisation des fibres et fibrilles de collagéne, une différenciation fibrocartilagineuse du
tendon et I'accumulation de GAGs et de certains PGs. Cependant, le moment d’apparition de
ces phénomenes est encore mal connu.

Dans cette partie du projet de these, nous avons cherché a identifier au cours des phases
précoces de la sur-utilisation du supra-épineux le profil d’évolution de certains composants
matriciels considérés comme importants mécaniquement et biologiquement, a savoir, les PGs
et leurs GAGs associés. Les GAGSs participent a I’hydratation et a la lubrification du tendon
en réduisant au maximum les forces de friction qui peuvent étre générées par le glissement
des fibrilles et des fibres de collagene entre elles. Selon leur nature et leur qualité, ils peuvent
jouer un rdle important dans le conditionnement de la déformation tissulaire sous la
contrainte. Par ailleurs, les PGs se lient a des molécules régulatrices des fonctions cellulaires
comme les facteurs de croissance et les cytokines. Les PGs interagissent avec les différentes
fibres de collagéne, dont les types peuvent évoluer au cours du processus de sur-utilisation.
Les caractéristiques collagéniques modifiant également la raideur tissulaire, il était donc
important de déterminer également ce profil collagénique du tSE. Nous avons montré dans ce
premier article :

- Des changements dans la composition collagénique du tSE au cours du processus de
sur-utilisation. En effet, on observe une diminution du collagéne de type | et une
augmentation du collagene de type II, III et VI a partir de 2 semaines. L augmentation
du collagene de type II est un ¢lément en faveur d’une différenciation chondrocytaire
des ténocytes.

- Une augmentation significative des GAGs totaux sulfatés a partir de 4 semaines de

sur-utilisation. Cette augmentation perdure encore a 16 semaines. De plus, la
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proportion de chaque GAG specifique par rapport au GAGs totaux varie légérement.
L’augmentation des CS est cohérente avec la différenciation chondrocytaire des
ténocytes.

- Une augmentation significative de 1’expression des transcrits de la décorine, du
biglycane, du versicane et de 1’aggrecane a partir de 2 semaines de sur-utilisation.
L’augmentation de 1’aggrécane confirme la différenciation chondrocytaire des
ténocytes.

- La possible implication du facteur de croissance HARP/Pleiotrophine dans ces
changements. En effet, on observe une augmentation progressive du niveau de la
protéine HARP de 2 a 4 semaines. Les GAGs produits par les tSE sur-utilisés
présentent alors une affinité accrue pour HARP améliorant sa biodisponibilité.

L’article présente donc de nouvelles informations concernant I’évolution des GAGs et des
PGs au cours des phases précoces de la tendinopathie associée a la sur-utilisation. Nos
résultats suggérent aussi la possible implication du facteur de croissance HARP dans la
transformation chondrocytaire des ténocytes.

En outre, nous avons cherché a savoir si ces changements plus subtils dans la composition des
GAGs pouvaient étre détectés par une analyse des types de disaccharides sulfatés qui les
composent. Nous avons montré que les GAGs produits sont formés de disaccharides dont le
profil de sulfatation ne change pas de facon notable au cours de la sur-utilisation. Ceci
suggere que des changements subtils dans les chaines, non détectables par la technique
utilisée, peuvent avoir des conséquences importantes sur I’environnement matriciel des
cellules en modifiant sa composition proteique.

Puisque I’hydratation contribue a la déformation tissulaire et que les GAGs sont des
molécules capables de retenir I’eau, nous avons donc cherché a quantifier la masse hydrique
globale des tendons a différents temps de la sur-utilisation. Nous n’avons pas décelé de
changements significatifs dans la teneur en eau des tSE controles et sur-utilisés. Ces résultats
n’excluent pas cependant des micro-changements locaux qui pourraient avoir des effets

mécaniques sur les cellules du tendon.
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ABSTRACT: Supraspinatus tendon overuse injuries lead to significant pain and disability in athletes and workers. Despite the preva-
lence and high social cost of these injuries, the early pathological events are not well known. We analyzed the potential relation
between glycosaminoglycan (GAG) composition and phenotypic cellular alteration using a rat model of rotator cuff overuse. Total
sulfated GAGs increased after 4 weeks of overuse and remained elevated up to 16 weeks. GAG accumulation was preceded by up-
regulation of decorin, versican, and aggrecan proteoglycans (PGs) mRNAs and proteins and biglycan PG mRNA after 2 weeks. At 2
weeks, collagen 1 transcript decreased whereas mRNAs for collagen 2, collagen 3, collagen 6, and the transcription factor Sox9 were
increased. Protein levels of heparin affine regulatory peptide (HARP)/pleiotrophin, a cytokine known to regulate developmental chon-
drocyte formation, were enhanced especially at 4 weeks, without up-regulation of HARP/pleiotrophin mRNA. Further results suggest
that the increased GAGs present in early lesions may sequester HARP/pleiotrophin, which could contribute to a loss of tenocyte’s
phenotype. All these modifications are characteristic of a shift towards the chondrocyte phenotype. Identification of these early changes

in the extra-cellular matrix may help to prevent the progression of the pathology to more disabling, degenerative alterations.

© 2011

Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc. J Orthop Res 30:61-71, 2012.
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Tendon is composed primarily of type 1 collagen mole-
cules organized into fibrils that constitute the tension-
bearing structure in association with biglycan and
decorin. Decorin, a small dermatan sulfate (DS) rich
proteoglycan (PG) associated with collagen fibrils,
regulates their diameter and longitudinal organization
into fibers."® The collagen fibrils are embedded in the
colloid extra-cellular matrix, containing most of the
70-80% tendinous water bound to the compression-
bearing sulfated glycosaminoglycans (GAGs) of PGs.
Tendon cells are surrounded by versican, a large chon-
droitin sulfate (CS) rich PG, which buffers load trans-
mitted from the collagen matrix.®> Overuse human
chronic degenerative tendinopathy due to repetitive
loading is characterized by structural and biochemical
alterations including collagen fibrils disarray, separa-
tion, and disorganization, fibrocartilaginous cellular
metaplasia, GAGs accumulation®*® and PGs variations
at mRNA levels and protein content.®” However tendi-
nopathic biopsies are mostly available at late stages of
pathology; knowledge of early pathological events is
still incomplete.

A rat model of tendon overuse has been developed
that generates changes in histology and mechanical
properties reproducing key characteristics of human
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supraspinatus tendinopathy.®® This early experimen-
tal tendinosis is associated with collagen fragmenta-
tion, GAG accumulation, proliferating tenocytes, and
higher expression of cartilage matrix markers
mRNA,'%! These events are not primarily mediated
by the presence of inflammatory cells, although
mRNAs of some inflammatory mediators were
detected.'> Because of their long polysaccharidic
anionic chains, GAGs retain water molecules that
influence biomechanical tissue environment'® and also
interact with proteins, such as cytokines, both mecha-
nisms finally regulating tenocyte metabolism. It could
thus be hypothesized that changes in GAG composi-
tion may be involved in early stages of tendon overuse
pathology. These changes may temporarily interfere
with the tendon’s tensile load-bearing capacity, thus
gerving as a prelude to subsequent recurring collagen
microtears and cell-mediated pathoetiological events.

The rat model appears suitable for studying the
time course of early changes in tendon matrix composi-
tion and to establish the relationship between chemi-
cal and mechanical modulators of cellular phenotype.
Our objective was to analyze when, in overused supra-
spinatus tendon, changes in GAGs composition occur
and whether these changes are associated with previ-
ously suggested tenocyte phenotypic alterations.

MATERIALS AND METHODS
Rat Running Protocol and Sample Collection

Male Sprague-Dawley rats (500 + 20 g) (Janvier, Le Genest
Saint-Isle, France) were used. Twelve control animals were
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allowed normal cage activity. Twelve other rats were
subjected to daily treadmill downhill running.® After 2 and 4
weeks, control (n = 6) and running (n = 6) rats were eutha-
nized, and the supraspinatus tendons were dissected free
from their muscular and bony attachments, weighed, frozen
in liquid nitrogen, and stored at —80°C until use for biochem-
ical studies. For immunohistochemistry on fixed rat supra-
spinatus tendon, paraffin blocks from a previous cohort of
rats (n = 32) trained according to the same protocol were
used.' At each time (4, 8, 12, and 16 weeks), five running
and three control rats were studied. We used these tissue
blocks to reduce the required number of animals, following
principles of the Canadian Council on Animal Care (192/
2002).

GAG Extraction and Quantification

GAG extraction and quantification was performed according
to."* Aliquots of total GAG extracts were treated with nitrous
acid or 0.5 U/ml chondroitinase B (Sigma, St-Quentin-
Fallavier, France), and the remaining GAGs was quantified
with the same DMMB method. Using these chemical and
enzymatic treatments, the heparan sulfate (HS), DS, and CS
contents were calculated:

DS CS
HS = Total GAGs— (@) ; DS = Total GAGs— (ﬁ) and

CS = Total GAGs—DS—HS.

Histological Analysis of Total Sulfated GAG by DMMB
Complexation

At each time point, paraffin sections (7 pm) were deparaffi-
nized, and DMMB solution was used labeling of total sulfated
GAGs on tissue sections after incubation overnight in the
dark at room temperature. The labeling was validated using
chondroitinase ABC. A CoolSNAP camera (Princeton Instru-
ments; Acton, MA) was used for images acquisition. Image
analysis was performed using a color segmentation procedure
programmed with ImageJ.'5

Immunolabeling of GAGs and PGs

At each time point, deparaffinized sections were blocked with
PBS-BSA 3% (w/v) and incubated overnight with phage dis-
play single chain anti-HS, anti-DS, and anti-CS (produced by
T. Van Kuppevelt). Bound antibodies were detected with
mouse anti-VSV tag [gG antibody P5D4. PGs were detected
using anti-decorin, anti-versican, and anti-aggrecan antibod-
ies, followed by Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG
(Fluoprobes Interchim, Montlugon, France). Fluoresecence
images were obtained using a CCD monochrome camera
(CFW-1310M; Scion; Frederick, MD) fitted to a BH-2
epifluorescence microscope (Olympus; Rungis, France).

Protein Extraction and Western Blot Analysis

The frozen supraspinatus tendons were homogenized in
RIPA buffer containing 60 mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate
supplemented with 1/100 protease inhibitor cocktail (Sigma).
Tissue was lysed overnight at 4°C then centrifuged at
12,000¢ for 10 min. Twenty micrograms proteins were ana-
lyzed by Laemmli SDS-PAGE (Biorad, Marne la Coquette,
France) and then transferred to Immobilon-P PVDF mem-
brane (Millipore, Guyancourt, France) for detection of:
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decorin (pAb LF-113, 1/5,000, kind gift from Larry Fisher,
NIH, Bethesda, MD), versican (pAb, 1/200, Santa Cruz Bio-
technology, Le Perray en Yvelines, France), aggrecan (pAb,
1/100, Santa Cruz Biotechnology), heparin affine regulatory
peptide (HARP) (pAb, 1/1,000, R&D system, Ine, Oxon, UK),
GAPDH (mAb, 1/10,000, Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France), and a-tubulin (pAb, 1/5,000, Sigma). Appropriate
horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibodies
were visualized with BM chemiluminescence substrate
(Roche Diagnostics, Meylan, France).

mRNA Isolation and Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from supraspinatus tendons using
Trizol reagent (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) according
to manufacturer’s instructions. Reverse transcription was
performed on 1 pg mRNA extracts using the SuperSeript IT
RNase H (Invitrogen). The resulting cDNA were used for
PCR amplification. Primers were as shown in Table I. The
method was validated by preliminary experiments that
established the optimal conditions. RT-PCR products were
subjected to electrophoresis on 2% (w/v) agarose gels contain-
ing 0.5 mg/ml ethidium bromide. Gels were photographed
using a Chimigenius system (Syngene, Cambridge, UK) and
band intensities were quantified using ImageJ.'?

Heparin Versus GAGs Competition Assay Towards Growth
Factors

A competition ELISA using HARP, also called pleiotrophin
or fibroblast growth factor-2 (FGF-2) was performed. This
assay allows evaluation of the ability of GAGs from tendons,
taken as competitor, to prevent the binding of HARP or FGF-
2 to heparin.’® This is a qualitative assay for GAGs, which
competitive power depends on their composition. A heparin—
BSA complex was coated overnight at 4°C on 96-well plates.
Wells were blocked with PBS-BSA 3% (w/v). HARP, or FGF-
2 (50 ng/ml) in PBS-BSA 1% (w/v) was added to wells simul-
taneously with GAGs (4 pg/ml) from each time point. Plates
were incubated overnight at 4°C for competition then washed
and further incubated for 2 h at room temperature with pAb
against HARP or FGF-2 (R&D system, Inc), then incubated
for 2 h with the appropriate peroxidase-labeled secondary
antibody. Peroxidase activity was determined according to
manufacturer’s protocol (Thermo Scientific, Brebiéres,
France). Binding of HARP or FGF-2 to heparin in the
absence of GAG competitor was defined as 100% binding.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + SD. Means were compared
with Student’s #-test using GraphPad software (San Diego,
CA). Significant differences were determined at p < 0.001
(***), p < 0.01 (**), and p < 0.05 (*).

RESULTS

Changes in Extra-Cellular Matrix Components in Overused
Supraspinatus Tendon

Compared to controls, Col 1lal mRNA expression
slightly decreased at 2 weeks, then more substantially
at 4 weeks (by ~4 fold). Col 2al transcripts increased
progressively from 2 to 4 weeks, whereas Col 3al and
Col 6al mRNA expressions significantly increased at
2 weeks but returned to the control level at 4 weeks
(Fig. 1). Levels of decorin and biglycan transecripts
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Table I. Primer Sequences and Products Size

Annealing Product
Genes Primers temperature ("C) Cycles size (bp)
Collagen 1al 5'-CTGCTGGTCCTAAGGGAGAG-3' (forward) 62 35 372
5'-CAATACCAGGAGCACCATTG-3' (reverse)
Collagen2al 5-GGAAGAGCGGAGACFACFGG-3' (forward) 64 40 390
5'-CCCTCATCTCCACATCATTG-3' (reverse)
Collagen 3al 5'-GATTCCCTGGATCTCCTGGTG-3' (forward) 62 35 309
5'-TCCTGGCTCTCCCTTTGCTC-3' (reverse)
Collagen 6al 5-ATACCGGCGCAATTTCACGGC-8' (forward) 64 40 311
5'-AACCCTTCTCTCCACGGCTTCC-3' (reverse)
Decorin 5'-GGAAFGAAGGGTCTCGGAFA-3' (forward) 62 35 394
5-GACFCACGGCAGFGTAGGAA-3' (reverse)
Biglycan 5-TGFCCTTTTGGCTGCCACTGC-3' (forward) 64 40 350
5'-AACACGCCCFTGGGCACTTITG-3' (reverse)
Versican 5-AGACATGA 1 GGGGAAGGAAG-3' (forward) 64 40 351
5-AGAGGGAAGCATGTCTGGTT-3' (reverse)
Aggrecan 5'-CIGGCATTACGTTTGTGGAC-3" (forward) 64 40 374
5'-AGCAGTAGGAGCCAGGGTTA-3' (reverse)
CHST14 5'-CGCAGTGACTTGGTGTTTCT-3' (forward) 34 34 363
5'-ATCAGCTTCCAGCCTCTCAT-3' (reverse)
S0X9 5'-ATGACCGACGAGCAGGAGAAGG-3' (forward) 64 40 37
5'-CGITGIGCAGATGCGGGIACTG-3' (reverse)
HARP 5'-TCGTCCCAGCAATACCAGCAGC-3 (forward) 62 35 390
5'-ACAGTCGGCATTGTGCAGAGC-3' (reverse)
TFIID 5-CGTCTAGTGGCCCAGATCTGT-3' (forward) 60 43 347

5'-CGGTACIGCAFCFTGAFTGFCA-3' (reverse)

increased at both 2 and 4 weeks of overuse compared
to controls (Fig. 2a). The levels of mRNA of the large
PGs versican and aggrecan also increased at both
times (Fig. 2a). The corresponding protein levels
increased concomitantly (biglycan could not be tested)
(Fig. 3a). These increases persisted for at least 8 weeks
(Fig. 3b). The mRNA of transcription factor Sox9
almost absent in controls was highly expressed at
2 weeks and remained high at 4 weeks (Fig. 2b).
Table II shows results for all the molecules examined.

Changes in Sulfated GAGs in Overused Tendon

Since overuse enhanced the expression of several PGs,
we examined the amount and composition of GAGs in
overused tendons and control animals (Fig. 4 and
Table II). Whereas after 2 weeks of running the
amount of total sulfated GAGs measured biochemically
was not significantly altered compared to controls, it
increased by almost three times in 4 weeks-overused
tendons (Fig. 4a). This increase was also observed by
histology. The high level of sulfated GAGs observed at
4 weeks then decreased progressively but still
remained significantly higher than in controls at
16 weeks (Fig. 5). In controls, the main GAG species
was DS (~80%), whereas HS or CS each represented
~10% of total GAG (Fig. 4a). In overused tendons, the
proportion of CS slightly increased whereas that of DS
decreased at 2 weeks, and more at 4 weeks (Fig. 4a).
However, these GAG species increased by ~2.5-fold at

4 weeks and thus accounted for the observed GAG
accumulation. This was corroborated by the increase
in the 48 sulfotransferase (CH4S5T) mRNA as early as
2 weeks (Fig. 4b); CHST14 is specifically involved in
DS synthesis.

The use of phage display antibodies against HS, CS,
and DS showed a labeling of parallel long stripes
located between collagen fibers in the environment of
tenocytes (Fig. 6). The enhanced CS and DS labeling
compared to controls at 4 weeks was still visible at
8 weeks. Altogether, GAGs accumulation appeared to
correspond to the observed increase in transcripts and
core protein of PGs.

HARP Protein is Enhanced and Sequestered in Overused
Supraspinatus Tendon

HARP is well known as a chondrogenesis promoting
factor during development. Although the level of
HARP transcript was not altered during the first
4 weeks of training, the protein level was increased up
to threefold in tendon extracts at 2 and 4 weeks
(Fig. 7a). Since HARP has affinity to HS/DS GAG spe-
cies,!” we investigated the possibility that GAG compo-
gition and affinity to HARP was altered in overused
tendons.

One possibility to detect such qualitative GAG
changes towards HARP is to perform an ELISA
competition assay based on the ability of GAGs from
tendons, taken as competitor, to prevent the binding of
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Figure 1. Expression of different collagens in overused supraspinatus tendons (R) compared to controls (C). Col lal, 2al, 3al, and
6l mRNA levels were determined by semi-quantitative RT-PCR. TFIID was used as an internal control. Results are representative of

six tendons from three rats.

HARP to heparin. As comparison, similar test was con-
ducted in the presence of FGF-2. GAGs from either
controls or overused tendons prevented FGF-2 binding
to heparin by <10%, whereas they reduced by 20% the
binding of HARP to heparin at 2 weeks of overuse.
Thus, these GAGs displayed a low affinity for FGF-2.
In contrast, GAGs from tendons at 4 weeks reduced
the binding of HARP to heparin by 50% (Fig. 7h).
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These results demonstrate that GAG affinity for
HARP from overused tendons increased from 2 to
4 weeks in comparison to controls.

DISCUSSION

Understanding early biological events, which may
evolve towards extensive injury-repair processes, is
necessary to prevent the development of disabling

113



a
Decorin—>
C R G R
2 weeks 4 weeks
Decorin
8000+ =

C o~
£8 .
§E 60004 L
)
ER o
@ =
-0
S E 20004
x2
E<

0

c R c R
2 weeks 4 weeks
Biglycan

o _ 8000
g a) e
3E o0
o -4
35,
52
< g 40004
23
g E 20004
E 5

0

[ R (+] R
2 weeks 4 weeks

C R C R

2 weeks 4 weeks

GAGS IN OVERUSED SUPRASPINATUS TENDON 65

Versican —>
Aggrecan —>
TFIID —>
2 weeks 4 weeks
Versican
] — 50w- e
§ 2 4000
5 = .
sk
>
:6 _-§ 30004
o
3 % 2000+
<
E g 1000+
E -~
0
c R C R
2 weeks 4 weeks
Aggrecan
£ 8000+ =
g8
S 60004
;; 2
o
..;, é 4000+
2%
E 4
5§
xc
E = 0
¢ R c R
2 weeks 4 weeks
Sox8
8000+
28
» = 60004
sz
To
—z ﬁ 4000+
< T‘ .
g E 20001
Ec
" — M
C R C R
2 weeks 4 weeks

Figure 2. Expression of PGs in overused tendons compared to control. mRNA levels of decorin, biglycan, versican, aggrecan (a), and
Sox9 (b) were determined by semi-quantitative RT-PCR. TFIID was used as an internal control. Results are representative of six

tendons from three rats.

tendinopathy pathology. We used a rat overuse rotator
cuff model to analyze early changes in GAGs, PGs,
and collagen composition related to phenotypic cellular
alteration. Total sulfated GAG significantly increased
after 4 weeks in overused tendons but not at an earlier
time point. This increase lasted up to 16 weeks

as shown by histology. The increase followed up-
regulations at 2 weeks of the PGs transcripts of
decorin, biglycan, versican, and aggrecan, which char-
acterizes cartilage tissue. At this time point, collagen
2, collagen 3, and especially collagen 6 mRNAs were
also up-regulated, whereas collagen 1 transcript
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Table II. Overview Changes of all Analyzed Molecules
Runners 2 weeks Runners 4 weeks

Molecules versus controls versus controls
Collagens

lal mRNA - --

2a1 mRNA -+ +

3al mRNA - =

6al mRENA + + =
Decorin

mRNA + + -+

Protein = + +
Biglycan

mRNA + + + +
Versican

mRNA + + + +

Protein = ++
Aggrecan

mRNA ++ ++

Protein ++ ++
SOX9

mRNA ++ +
Glycosaminoglycans

Total = + +

DS = + +

CSs = +

HS = =

CHST14 ++ =
HARP

mRNA = =

Protein - ++

Levels of expression; - or
than controls.

-: less, =: equivalent, + or + +: more

decreased from 2 to 4 weeks. Interestingly, the tran-
scription factor Sox9, known to regulate chondrogene-
sis, was also highly up-regulated as early as 2 weeks.
These molecular alterations were characteristic of a
phenotypic shift of tendon cells toward chondrogenesis
as observed previously study.'’

Biochemical data show that in tendons, the main
GAG species is DS. At 4 weeks, overused tendons, DS,
and CS GAGs species both accounted for GAGs accu-
mulation, and their respective proportions slightly
changed. These results differ from those in human
post mortem supraspinatus tendon in which CS was
found as the most abundant GAG species.'® This dis-
crepancy might arise from different biomechanical
environments of rat and human tendons or from
recent improvements in the technology used to dis-
criminate GAG species. The increase in total sulfated
GAGs was preceded in time by up-regulations of both
small (decorin and biglycan) and large PGs (versican
and aggrecan), these biochemical and molecular data
being obtained from the whole tendon. Changes in
PGs and GAGs expressions in overused tendon may be
part of an adaptive response to local modifications of
compression-elongation exerted on tenocytes. One
might argue that up-regulation of decorin and versican
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would occur in the tensile region, whereas the up-
regulation of biglycan and aggrecan would occur in the
osteotendinous fibrocartilaginous region. Alternative-
ly, a shift of tendon to fibrocartilage may occur with
overuse. Histology at 8 weeks of overuse showed that
GAGs increased at the middle part of the tendon along
with pericellular labeling of CS, versican, and aggre-
can. These observations are in favor of chondrocyte
metaplasia in the middle part of the tendon, known to
be the most altered region with overuse.!!

Alterations of collagens with overuse, particularly
of collagen 2, confirm the fibrocartilaginous alteration
in the pericellular matrix. Collagen 6 accumulation is
also a feature of chondrogenesis,'® forming a hexago-
nal network organized by biglycan®® and connecting
with collagen 2 fibers, aggrecan, decorin, and biglycan
serving as adaptors.?! The chondrogenic transcription
factor Sox9, which increased 2 weeks of overuse, is up-
regulated in tendon cells in association with mechani-
cal stress®® or cyclic hydrostatic pressure.?® It can be
also induced in tendon cells by TGF-B.**

We further examined which cytokines might
promote chondrogenesis in overused tendon. Several
cytokines, including TGF- or FGF family members,
involved in developmental chondrogenesis,?® are al-
tered in overused supraspinatus tendon.?® Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) is another cytokine that more
specifically increases in longer term mechanically load-
ed tendons (>4 weeks) and may favor tenocytes prolif-
eration and survival.'’ Our results suggest that
another growth factor, HARP, may also be involved in
the observed change in tendon phenotype. The amount
of HARP protein was increased in overused tendons
especially at 4 weeks. Changes in HARP protein was
probably a local response of cells, presumably teno-
cytes, to overuse, since the amount of HARP did not
increase in blood plasma (data not shown). Whereas
HARP transcript was not increased, the increased
amount of HARP protein, in keeping with Western
blot data, suggested an enhanced sequestration of this
growth factor in extra cellular matrix with overuse.
The overall proportions of GAG species changed slight-
ly with overuse, but subtle changes in the structure of
GAG molecules may have also occurred. Using compet-
itive ELISA technique, we showed that indeed GAGs
from overused tendons at 4 weeks present an in-
creased affinity for HARP protein compared to con-
trols. Interestingly, GAG affinity for FGF-2 was not
altered with overuse. An increased expression of the
N-galactosamine  4-O-sulfotransferase  transeript
(CHST14) was also observed at 2 weeks. This increase,
which probably leads to higher enzymatic activity,
might contribute to an over-sulfation of CS/DS GAGs
with a resulting higher affinity to HARP.?" This might
contribute to an enhanced sequestration of HARP in
the matrix.

Since it could not be excluded that the up-
regulation of HARP could be secondary to overuse, it
can be hypothesized that HARP is, at least partially,
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Figure 3. Western blots analysis in control and overused tendons at 2 and 4 weeks (a) and immunolabeling at 4 and 8 weeks (b) of
decorin, versican, and aggrecan. GAPDH or a-tubulin were used as loading controls. Results are representative of six tendons from

three rats. Scale bar 50 pm.

the cause of increased GAGs, collagen type 2, and PGs
such as biglycan as observed in bovine cartilage® or in
human fibroblasts.? Indeed this cytokine is known to
be involved in chondrogenesis during development.®°
Our results are the first to indicate the role of HARP
in adult tendon. Further studies are ongoing to clarify

its role in a tenocyte phenotypic shift to chondrocyte
phenotypes.

In conclusion, we present new information on the
role of GAGs and HARP in early molecular events
associated with supraspinatus tendon overuse. In the
context of high frequency repeated mechanical loading,
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the increase in amount and sulfation of GAGs may  components, eventually leading to structural altera-
enhance the water retention and thus the viscoelasti- tions and degeneration of tendon. Anticipated detec-
city of the tendon.! These responses may cause an  tion of these events, some of which may be reversible,
imbalance in the synthesis and degradation of matrix could help to develop injury prevention strategies.
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I1. Résultats complémentaires
Afin de compléter les résultats ci-dessus, des expériences supplémentaires ont été menées

concernant les changements moléculaires matriciels et leur induction dans le tSE.

I1.1. Localisation du collagene de type Il du tSE au cours des phases
précoces de sur-utilisation

Nous avons montré qu’une tendinopathie du supra-épineux induite par la sur-utilisation est
associée au cours des phases précoces a une diminution significative du niveau des transcrits
du collagene de type | et une augmentation des collagenes de type I, 11l et VI, ce qui produit
une désorganisation collagénique.
Le collagene de type Il est constitué de plus petites fibres moins bien organisées et moins
¢paisses que celles du collageéne de type 1. C’est un collagéne souple, il supporte moins les
forces de traction que le collagéne de type I, cependant il est adapté a des sollicitations en
cisaillement. Dans un tendon sain, le collagene de type Il est principalement localisé dans
I’endoténon inter-fasciculaire, cependant 1’augmentation de son expression a I’intérieur des
faisceaux de fibres indiquerait une lésion tendineuse et un remodelage matriciel important.
Nous avons donc cherché a déterminer si sa localisation était modifiée au cours de la sur-
utilisation. Dans les tendons controles, lorsque le niveau d’expression des transcrits du
collagéne de type Il est bas (Cf. Article 1), le niveau histologique est faible également. Le
marquage du collagéne Il semble augmenter a 2 semaines de sur-utilisation et semble
perdurer jusqu'a 4 semaines (Figure 31). Le marquage montre également que le collagéne de

type 111 est principalement localisé autour des fibres de collagéne de type I (fleche blanche).
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Figure 31. Immunomarquage du collagene de type Il dans les tSE contrdles (C) et entraines
(R) au cours du processus de sur-utilisation. Les coupes transversales ont été réalisées au
niveau de la région centrale du tendon. Les résultats sont représentatifs de 3 tendons de 3 rats

différents pour chaque temps. Echelle = 20 pum.
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I1.2. Evolution du facteur de croissance TGFB-1 au cours des phases
précoces de sur-utilisation

Les synthéses de collagene et de certains composants matriciels sont régulées directement ou
indirectement par certains facteurs de croissance comme le TGFp. Le TGFB-1 joue un rdle
important d’inducteur de la synthése matricielle en réponse a la contrainte mécanique en
particulier dans le tendon. Il a été montré que son inhibition a pour conséquence la diminution
de synthése du collagene de type I mécaniquement induite. Nous avons cherché a savoir si la
teneur de ce facteur de croissance était modifiée lors de la sur-utilisation, ce qui serait un
indicateur pour son implication dans les évolutions matricielles constatées.
En utilisant la technique d’ELISA, nous avons mesuré le niveau d’expression protéique du
TGFB-1 total dans le tSE. Nous avons observé une augmentation significative (7 fois le taux
basal) de la production du TGFpB-1 total a partir d’1 semaine, qui diminue a 2 semaines pour

revenir a son taux basal a 4 semaines de sur-utilisation (Figure 32).
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Figure 32. Expression du TGFB-1 total dans les tSE controles (C) et entrainés (R) au cours du
processus de sur-utilisation. Les résultats sont représentatifs de 6 tendons de 3 rats différents
pour chaque temps. p < 0.001 (***), p < 0.01 (**), et p < 0.05 (*). 50 g de protéines totales ont été
soumis a un test ELISA. Afin de quantifier le TGFB-1 total, les échantillons ont été activés

préalablement en les incubant 10 min dans du 1 N HCL.

= Le changement trés précoce du TGFp, avant celui des composants matriciels relatés

précédemment, suggére que ce facteur pourrait avoir un réle déterminant en amont.
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11.3. Evolution du marqueur tendineux, la ténomoduline, au cours des
phases précoces de sur-utilisation

Nous avons montré plus haut que la sur-utilisation conduisait a 1’augmentation du collagéne
de type II, de type VI et de I’aggrécane, ainsi qu’a la surexpression du facteur de transcription
specifique du tissu cartilagineux SOX-9 dans les tSE. La différenciation chondroide ainsi
mise en évidence, nous avons cherché ensuite a determiner si la chondrogenése était associée
a un changement de marqueurs spécifiques du tendon, a savoir scléraxis et ténomoduline.
Nous avons donc déterminé leur profil d’expression au cours du processus de sur-utilisation.
En ce qui concerne Scléraxis, nous n’avons pas pu détecter 1I’expression de ses transcrits, ni
dans les échantillons témoins, ni dans les échantillons de tSE sur-utilisés. D’autre part, les
résultats obtenus montrent que les transcrits de la ténomoduline diminuent Iégerement a 2
semaines puis significativement a 4 semaines (1/5 du taux basal) dans les tSE sur-utilises
(Figure 33).
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Figure 33. Evolution du niveau d’expression des transcrits de la ténomoduline dans les tSE

contréles (C) et entrainés (R) au cours du processus de sur-utilisation. Les résultats

sont représentatifs de 6 tendons de 3 rats différents pour chaque temps. p < 0.001 (***), p < 0.01
(**), et p < 0.05 (*).

= Il est intéressant de constater que le profil d’expression des transcrits de la ténomoduline

diminue significativement & 4 semaines de sur-utilisation et que cette diminution est

corrélée avec la différenciation chondroide.
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I1.4. Régulation de la masse hydrique au cours du processus de sur-
utilisation

Les GAGs possédent une forte charge négative leur permettant de retenir des molécules d’eau
(jusqu’a 100 fois leur masse) contribuant ainsi a 1’hydratation tissulaire. Dans le tendon,
I’hydratation est trés importante car elle améliore ses propriétés mécaniques en diminuant les
forces de friction entre les fibrilles et fibres de collagéne. Aprés nous étre intéressés aux
changements quantitatifs des GAGs au cours des phases précoces de sur-utilisation, nous
avons cherché a tester leur capacité a réguler la masse hydrique au sein du tendon. Les GAGs
totaux augmentent d’une fagon significative dans les tendons sur-utilisés a 4 semaines et la
proportion des GAGs spécifiques (DS, CS et HS) est modifiée. Nous avons donc tenté de
déterminer 1’évolution de la masse hydrique dans les tendons contrdles et sur-utilisés. Les
résultats obtenus, apres lyophilisation, montrent que la quantité d’eau représente environ 80 %
+ 5 % du poids frais des tendons controles et sur-utilisés mais qu’aucun changement de la

masse hydrique n’est observé (Figure 34).
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Figure 34. Evolution de la masse hydrique dans les tSE controles (C) et entrainés (R) au cours
du processus de sur-utilisation. Les résultats exprimés en pourcentage par rapport au poids

frais sont représentatifs de 3 tendons entiers de 3 rats différents pour chaque temps.

Il est & noter que ces résultats ont été obtenus a partir de tendons entiers, incluant les régions
ostéo- et musculo-tendineuses. On ne peut exclure des micro-changements locaux dans
I’hydratation de GAGs qui ne peuvent pas étre décelés par la technique de lyophilisation
utilisée. Pour les détecter il faudrait faire appel a d’autres techniques telles que la

thermogravimétrie ou ’utilisation d’un traceur hydrophile.
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I1.5. Evolution de la composition en disaccharides des GAGS au cours des
phases précoce de la sur-utilisation dans les tSE

D’aprés nos premiers résultats, la sur-utilisation a court terme modifie la quantité des GAGs
totaux et spécifiques a partir de 4 semaines. La proportion des CS augmente Iégerement par
rapport aux DS et aux HS au cours de la sur-utilisation. Il est connu que les propriétés
physico-chimiques et les roles biologiques des GAGs dépendent directement de leurs types.
La qualité des GAGs, la position et le degre de sulfatation des disaccharides dans les chaines
glycosidiques, peuvent conditionner leurs réles biologiques auxquels ils sont associes. Nous
avons donc tenté une analyse des disaccharides des GAGs extraits de tendons a différents
temps de sur-utilisation. Les résultats d’une expérience préliminaire sont rapportés sur la
figure ci-dessous (Figure 35). On remarque que les tSE contiennent des disaccharides mono-,
di- et trisulfatés. Nous observons que la proportion, le degré et la position de sulfatation des
disaccharides composant les HS et des CS ne semblent pas changer de fagon importante dans
les tSE de rats contréles et entrainés. Le DS est une substitution du CS par épimérisation de
I’acide glucuronique en acide iduronique, cette technique ne permet pas de différencier les
disaccharides composant les CS et les DS, les résultats ainsi obtenus concernent par
conséquent tous les types de CS incluant les CS-B que sont les DS.
Les disaccharides majeurs composant les HS sont le N-acétylé et le N-sulfaté. Le disaccharide
le moins présent est le monosulfaté en C2. Les tSE ne contiennent pas des disaccharides
disulfatés en C2 et C6. Bien que la sur-utilisation ne modifie pas la composition en
disaccharides des GAGs, on observe néanmoins que I’age des animaux diminue légérement la
sulfatation des GAGs au niveau du N-acétyle alors qu’il augmente les disaccharides trisulfatés
en N-, C6 et C2. De plus, il semblerait que la sulfatation totale des HS soit augmentée
¢galement avec 1’age. Pour le vérifier, il faudrait augmenter le nombre d’échantillons
examines.
Les disaccharides majeurs composant les CS sont le non sulfaté et les monosulfatés en C4 et
en C6, mais il existe un trés faible taux de disaccharides disulfatés en C6 et C4 et en C6 et C2.
Les disaccharides non sulfatés peuvent correspondre a 1’acide hyaluronique. On remarque
également qu’il n’existe pas de disaccharides monosulfat¢ en C2 ni des disaccharides

trisulfatés en C6, C4 et C2.
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Figure 35. Analyse par HPLC des disaccharides des GAGs spécifiques HS et CS. La digestion

=

des GAGs a été réalisée avec de la chondroitinase ABC et de I’acide nitreux (Cf. Matériels et

Méthodes).

Il semble que le degré et la position de sulfatation ne varient pas au cours de la sur-

utilisation. Ceci pourrait expliquer le non-changement de la masse hydrique dans les tSE.
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2°" partie : Evolution de I’expression et/ou de I’activité des MMPs

dans le tSE au cours des phases precoces de sur-utilisation : Réle
de la MMP-2 (Gélatinase-A)

La principale caractéristique de la tendinopathie est le changement histologique de la structure
du tendon qui révele une altération profonde de I'environnement matriciel des ténocytes. La
MEC du tendon est composée d’un réseau complexe de molécules interagissant entre elles
dont les principales sont les fibres de collagénes, les PGs et les GAGs associes. Ces molécules
évoluent quantitativement et qualitativement dans la tendinopathie du supra-épineux. Le
remodelage de la MEC est essentiellement di a une famille d’enzymes zinc-dépendantes
appelées plus communément les métalloprotéinases matricielles (MMPs). Les MMPs sont
connus pour jouer un role important dans les processus biologiques et le remodelage tissulaire
que ce soit dans des conditions physiologiques ou pathologiques. Des études antérieures ont
montré que les tendons fortement sollicités induisaient un niveau important d’expression des
MMPs. Cependant tres peu d’études expérimentales se sont intéressées a ces enzymes dans le
tendon et plus particulierement dans le tendon supra-épineux pathologique. De plus, le peu
d’études qui existent chez ’Homme ne s’intéressent qu’aux stades ou la pathologie est bien
avancée.

Tout au long de ce projet de thése, nous nous sommes intéressés aux phases précoces de la
tendinopathie. Tout d’abord, on a cherché a déterminer si la sur-utilisation au cours de ces
phases induisait une augmentation d’expression et/ou d’activit¢é des MMPs. Ensuite,
I’hypotheése émise était que la dégradation matricielle observée pourrait avoir deux
provenances cellulaires différentes ne s’excluant pas mutuellement : la réponse catabolique
due aux contraintes mécaniques subies par les ténocytes qui liberent des enzymes dégradant la
MEC, ou bien la réponse inflammatoire tissulaire débutante induisant une augmentation de
synthése et d’activité des MMPs par les macrophages. Enfin, si ’augmentation de synthese et
d’activation des MMPs d’origine ténocytaire s’aveére prouvée, son origine serait-elle
mécanique due a 1’évolution des contraintes péri-cellulaires, ou bien serait-elle chimique due
a la hausse des médiateurs locaux pro-inflammatoire émis par les macrophages ?

Tout d’abord, le premier objectif de cet article a été d’analyser dans le tSE, au cours des
phases précoces de la pathologie, le profil évolutif d’activité et/ou d’expression des MMPs et

de leurs inhibiteurs. Nous nous sommes intéressés plus particulierement au réle essentiel de la
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MMP-2, de son systeme activateur (TIMP-2 et MT1-MMP) et de son systeme inducteur
(EMMPRIN). Ensuite, le deuxiéme objectif a été d’analyser I’expression d’un panel de
cytokines inflammatoires au cours des phases précoces de la tendinopathie pour déterminer si

un processus inflammatoire était corrélé a 1’activation de la MMP-2.

L’article apporte ainsi de nouvelles connaissances concernant les MMPs et leurs activités
dans la tendinopathie du supra-épineux au cours des phases précoces de la sur-utilisation. Il
¢tudie le role important de I’augmentation de 1’activité et/ou de 1’expression de la MMP-2 et
de ses activateurs et inducteur, respectivement le complexe MT1-MMP/TIMP-2 et la
glycoprotéine EMMPRIN. Il analyse enfin la participation inflammatoire au remodelage

matriciel constaté qui survient au début de cette pathologie.
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ABSTRACT

Objective. We aimed at deciphering which MMPs are involved in early ECM remodeling of
overused tendon and their relationship with the inflammatory context.

Methods. Using a rat model of overused supraspinatus tendon, analyses were performed at 2
and 4 weeks of treadmill running. Transcript levels of MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13,
MMP-14 and TIMP-2 were assessed by semi-quantitative RT-PCR. Western blotting and
immunolabeling were used for MMP-2, MMP-3, MMP-13 and EMMPRIN detection. In situ
and SDS-PAGE gelatin zymography were also performed. TIMP activity was revealed by
reverse zymography. Inflammatory markers were analyzed by cytokine antibody array.
Results. Compared to control, overused supraspinatus tendons showed a significantly higher
gelatinolytic activity at 2 weeks which slightly decreased at 4 weeks. Among the investigated
MMPs, only MMP-2, particularly its active form, and the MMP-2 activator MMP-14, were
up-regulated at 2 week of overuse. An increase in TIMP-2 transcripts was also observed.
Other MMPs such as MMP-3 or MMP-13 were decreased or undetected in overused tendons.
MMP-2 up-regulation occurred in the absence of any sign of inflammation, but was
associated with an increase of the MMP inducer EMMPRIN.

Conclusion. MMP-2 and MMP-14 appear as the main MMPs responsible for ECM
remodeling in early tendinopathy. Their expression may be regulated by the MMP inducer
EMMPRIN through a mechanical stress process rather than by inflammation. Any therapeutic
strategy aimed at preventing full-thickness tear resulting from initial tendon matrix alteration

should target MMP-2 and/or MMP-14, or further upstream, EMMPRIN.
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INTRODUCTION

Tendon disorders due to overuse during sport, professional activity or ageing is a common
cause of rheumatologic medical consultation. They often affect supraspinatus tendon of the
rotator cuff (1-2). Rotator cuff disease is initiated by an asymptomatic state where tendon
damage may be considered as reversible but which can move to more deleterious tears (3).
Medical care comes often when tendinopathy has reached a chronic pain level or when
rupture has occurred with heavy social and financial consequences.

The principal feature of tendon alteration is structural changes of extracellular matrix (ECM)
environment of the fibroblasts, also called tenocytes that lie between collagen fibers and
contribute to its homeostasis. The ECM is formed by a complex network of molecules
interacting with each other including collagens, glycosaminoglycans, proteoglycans, and
water (4). Catabolic matrix remodeling is essentially due to matrix metalloproteinases
(MMPs) which includes collagenases such as MMP-1 (alias MMP-13 in Rat) and MMP-8,
gelatinases (MMP-2 and MMP-9) or stromelysin-1 (MMP-3) that are located extracellularly,
MMP-14/MT1-MMP, that is a transmembrane protein. MMP expression may be regulated at
transcription level by different proteins including inflammatory cytokines (IL-1, -4, -6, -10 or
TNF-[J) (5) and Extracellular Matrix MetalloPRoteinase INducer (EMMPRIN) (6). MMP
activity is controlled by tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) that belong to a 4
member family with various MMP specificities. An unbalance between MMPs and TIMPs
may alter tendon remodeling, cause alteration in collagenous and proteoglycanous structures
and thereby be relevant for tendon pathological process.

Although a profile of the constitutive level of certain MMPs generally characterize a normal
tendon (7). The basal activity of most MMPs is greatly modified in human painful
tendinopathy. For instance, a complex pattern of MMPs and TIMPs alterations has been

described in painful Achilles tendon which includes MMP-3 (7-10), MMP-1 (11), MMP-13
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(10), MMP-9 (10), MMP-2 (1, 8-9), MMP-14/MT1-MMP (8) and inhibitors TIMP-1 (11) and
TIMP-3 (7-8). However these changes reported for the advanced stages of tendinopathy occur
months or years after the onset of pathology and symptoms. Increasing effort has been made
to improve tendon repair especially with MMPs inhibitors treatments such as doxycycline or
2-macroglobulin (12-13) leading to opposite effects. This therapy thus requires targeting more
specifically MMPs before being used in established tendinopathies.

The supraspinatus tendon in the rotator cuff is frequently stressed and shows higher levels of
collagen remodeling compared with other tendons. Despite the considerable amount of
research aimed at preventing advanced tendinopathies of this tendon, the molecular
mechanism underlying its alteration is still poorly understood. In humans, it was reported that
MMP-1 and MMP-3 activities increase in torn rotator cuff tendon, but MMP-2 and MMP-9
are generally reduced compared to normal tendon (1, 14). These changes were correlated with
collagen turnover in the tissues (1). Other studies have shown that in teared tendons, MMP-13
is highly increased compared to normal tendon whereas MMP-3 is down regulated as well as
TIMPs (15). However, these changes, only reported for the advanced stages of tendinopathy,
represent months or years after the onset of symptoms.

A rat model of supraspinatus overuse has been developed which described alterations of
tendon until 16 weeks of overuse (16). These alterations then resemble to those observed in
human pathology. In a previous study using this rat model, we have described changes at
molecular and cellular levels that occurred already at 2 weeks of overuse and which may be
predictive of a pathological evolution of the tendon alterations (17). These changes include
both a decrease in collagen type | expression and an increase in collagen type Il expression
associated with an augmentation of proteoglycans such as versican and aggrecan, and
glycosaminoglycans of chondroitin sulfate type, while Sox9 transcription factor was up

regulated. This suggested an abnormal extension of a fibrocartilaginous like area in the
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median part of the tendon due to chondrocyte metaplasia of tenocytes. The purpose of this
study was therefore to investigate whether these early metabolic changes in the ECM of
supraspinatus tendon were correlated with changes in specific MMPs expression and

implicated an inflammatory context.

MATERIALS AND METHODS

Overuse Protocol and Sample Collection. With the approval of the local Ethics Review
Board, 24 male Sprague—Dawley rats (500 g + 50 g) (Janvier, Le Genest Saint-Isle, France)
were divided into 3 groups. Twelve control animals were allowed normal cage activity and 12
other rats were subjected to daily treadmill downhill running as previously described (18).
After 2 and 4 weeks, control (n=12) and running (n=12) rats were euthanized, and the
supraspinatus tendons were detached from their muscular and bony insertions, weighed,
frozen in liquid nitrogen, and stored at -80 °C until use for biochemical studies. For
immunolabeling experiments, supraspinatus tendons were dissected only from their bony
attachments, embedded in Tissue-Tek, frozen in N, pre-cooled isopentane and stored at -80

°C until use.

Protein extraction. The frozen supraspinatus tendons were thawed, homogenized overnight
at 4 °C in RIPA buffer containing 60 mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA,
0.1 % SDS, 0.5 % sodium deoxycholate supplemented with 1/100 protease cocktail inhibitor
(Sigma, Saint-Quentin-Fallavier, France). After centrifugation at 12,000 g for 10 min at 4 °C
and protein determination using Pierce BCA Protein Assay kit (Perbio Science, Breébieres,

France), protein extracts were analyzed by Western blot and gelatin zymography.
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Western blot analysis. Ten micrograms of total proteins were separated on 10 % SDS—
PAGE gels (Biorad, Marne-la-Coquette, France) and then transferred to Immobilon-P PVDF
membrane (Millipore, Guyancourt, France). Membranes were immunoblotted with anti-
EMMPRIN pAb (1/3,000, Ref. G-19; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-
[10actin mAb (1/5,000, Sigma) and anti-GAPDH (mAb, 1/10,000, Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) overnight at 4 °C, followed by 1 h incubation at room temperature with
appropriate  horseradish-peroxidase-conjugated antibodies and visualized with BM
Chemiluminescence Substrate (Roche Diagnostics, Meylan, France). GAPDH or []-actin
were used as a protein loading control. In a case, 5 pg of rat liver total protein extract was

used as positive control.

Gelatin zymography. MMP-2 and MMP-9 were evaluated by zymography analysis. The
protein extracts were separated on a 10 % SDS-PAGE containing 1 mg/ml gelatin, as
previously described (19). After electrophoresis, gels were washed twice for 30 min in
washing buffer (2.5 % (w/v) Triton X-100) and incubated overnight in 50 mM Tris-HCI pH
7.5, 5 mM CaCl;, and 0.02 % (w/v) Triton X-100 (incubation buffer). Then, gels were stained
with 0.1 % (w/v) Coomassie blue G250 for 30 min and destained by acetic acid and ethanol
for 1 h to visualize white bands with gelatinolytic activity. Band intensities were quantified by

densitometry analysis using ImageJ software (20).

Reverse gelatin zymography. TIMPs levels were determined by reverse zymography, an
electrophoresis technique in which substrate (gelatin) and activated protease (MMP-2) are
incorporated directly into the polyacrylamide gels (21). Ten micrograms of total proteins were
separated on a 14 % SDS-PAGE containing 1 mg/ml gelatin and 20 ng/ml of APMA activated

MMP-2. After electrophoresis, gels were incubated twice for 30 min in washing buffer (2.5 %
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(w/v) Triton X-100). The Triton X-100 solution was removed and replaced by incubation
buffer and the gels were incubated at 37 °C for 16-20 h. Gels were stained with 0.1 % (w/v)
Coomassie blue G250 for 30 min and destained by acetic acid and ethanol. After gel staining,

the inhibitory activity of TIMPs results in dark blue bands on a clear background.

In situ zymography. Gelatinolytic activity was detected using fluorescein-conjugated DQ-
gelatin (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) as a substrate. Its degradation by MMPs releases
a fluorescent molecule and allows evaluating locally the activity of gelatinases. Transversal
frozen sections of supraspinatus tendon were air-dried for 10 min and rinsed in PBS buffer at
room temperature. Before using, DQ-gelatin was dissolved at a concentration of 1 mg/ml in
water and then diluted at 1/10 in 1 % agarose (w/v) containing 0.1 pg/ml of DAPI. After
washing 3 times for 5 min, 20 pl of the mixture was overlaid on tissue sections which were
covered with a coverslip. After gelling of the mixture for 20 min at 4 °C, the sections were
incubated for 30 min at room temperature in the dark. To check the specificity of the
gelatinolytic activity, EDTA, a general MMPs inhibitor, was used. The sections were covered
with DQ-gelatin containing 20 mM EDTA and incubated for 30 min at room temperature in
the dark. Fluorescence was immediately detected at an excitation wavelength of 488 nm and
an emission wave length of 500-550 nm under the same condition. Fluorescence images were
obtained using a CCD monochrome camera (CFW-1310M, Scion, Frederick, MD) fitted to a

BH-2 epifluorescence microscope (Olympus, Rungis, France).

Immunolabeling. At each time point, cryostat sections (8 um) of supraspinatus tendons were
air-dried for 10 min and fixed in 4 % paraformaldehyde (w/v) for 15 min at room temperature.
Then, sections were blocked with PBS-BSA 3 % (w/v) and incubated overnight with anti-

EMMPRIN pAb (1/200, Ref. G-19; Santa Cruz Biotechnology), anti-MMP-2 mAb (1/100,
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Ref. ab-7032, Abcam, Cambridge, UK), anti-CD-68/ED1 mAb (1/200, AbD Serotec
Kidlington, UK), anti-CD-163/ED2 mAb (1/200, AbD Serotec Kidlington, UK). Bound
antibodies were detected with the appropriate Alexa conjugated secondary antibodies
(Fluoprobes Interchim, Montlugon, France). Intact or inflamed regenerating skeletal muscles
taken at 8 days after crush injury were respectively used as positive control for CD-68/ED1
and CD-163/ED2 antibody labeling. Fluorescence images were obtained using the above

CCD monochrome camera.

MRNA isolation and Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
Total mMRNA was extracted from supraspinatus tendons using Trizol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer instructions. Reverse transcription was performed from 2 pg of
total mMRNA using random hexamer primers and reverse transcriptase (SuperScript 1l RNase
H; Invitrogen) in a final volume of 20 pl. Three microliters of the resulting cDNA was
submitted to PCR amplification using a Gene Amp 96000 system (Perkin—Elmer Applied

Biosystems, Les Ullis, France) in a final volume of 50 pl. Primers were as follows: MMP-13,

5’-AAGACCCCAACCCTAAGCACC-3’ (forward) and 5’-
GCAGCACTGAGCCTTTTCACC-3 (reverse); MMP-3, 5’-
GGCTGAAGATGACAGGGAAGC-3’ (forward) and 5’-
GGCATAGGCATGAGCCAAGAC-3’ (reverse); MMP-2, 5’-
TATGGGAACGCTGATGGCGAG-3’ (forward) and 5’-
TGAAGGGGAAGACACATGGGG-3” (reverse); MMP-14, 5’-
CCTGCCTGCATCCATCAACAC-3 (forward) and 5’-
CCATGAATGAGCCTCTGGGAGAC-3’ (reverse); TIMP-2, 5’-
AAGCAGTGAGCGAGAAGGAGG-3’ (forward) and 5’-
ATGGGATCATAGGGCAGCGTG-3° (reverse) and TFIID, 5’-
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CGTCTAGTGGCCCAGATCTGT-3’ (forward) and 5’-CGGTACIGCAFCFTGAFTGFCA-
3’ (reverse). The semi-quantitative PCR was validated by preliminary experiments that
established the optimal conditions. TFIID was used as an internal control and rat liver
transcripts as a positive control. RT-PCR products were subjected to electrophoresis on 2 %
(w/v) agarose gels containing 0.5 mg/ml ethidium bromide. Gels were photographed using a
Chimigenius system (Syngene, Cambridge, UK) and band intensities were quantified using

ImageJ software (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

Rat inflammatory cytokines array. A panel of rat inflammatory cytokines was assessed by
determination of their relative levels of expression using RayBio® Rat Cytokine antibody
Array 2 (RayBiotech, Clinisciences, Nanterre, France). Membranes were incubated overnight
at 4 °C with 150 pg of total protein extract from control or overused supraspinatus tendons.
Membranes were then treated according to the manufacturer protocol. Blots were analyzed by

densitometry using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD).

Statistical analysis. Data are expressed as mean = SD and were statistically compared with
Student’s t-test using GraphPad software (San Diego, CA). Statistical differences were

determined at *** P < 0.001, ** P < 0.01, and * P < 0.05.

RESULTS

Gelatinolytic activity in supraspinatus tendon. In situ gelatin zymography was carried on
transversal sections of supraspinatus tendons. Compared to control, 2 weeks overused tendons
showed a significantly higher gelatinolytic activity. This activity seemed to decrease at 4

weeks of training but still remained higher than in control tendons. The strong inhibition of
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the gelatinolytic labeling in the presence of EDTA confirmed that metalloproteinase

contributed mostly to the observed activity (Figure 1).

Among MMPs, overuse enhanced specifically MMP-2 and MMP-14 expressions in
supraspinatus tendon. In order to determine which enzyme could be responsible to the
increased gelatinase activity in response to overuse, transcript and/or protein analysis of
several MMPs reported to be involved in tendinopathy were performed. MMP-13 (which is
the rat homologue of human MMP-1) was undetectable at either the transcript or the protein
levels in tendon samples, although it was easily detected in rat liver samples used as a positive
control (Figure 2A). Transcript as well as protein level of MMP-3 (stromelysin-1), were
shown to decrease with overuse (Figure 2B). These results suggest that neither MMP-3 nor
MMP-13 could be behind the increased gelatinolytic activity.

Analysis of the gelatinolytic activity by gelatin zymography revealed that MMP-9 was almost
undetectable (Figure 3A). Transcripts of this gelatinase were undetectable as well whatever
the samples (data not shown). Zymography also showed that the total amount of MMP-2
increased in overused tendons at 2 weeks. The proportion of active MMP-2 increased at 2
week and remained higher at 4 weeks than in control. MMP-2 transcript also increased
slightly with time of overuse (Figure 3A).

MMP-2 is known to be activated by MMP-14, called also MT1-MMP, in the presence of low
levels of TIMP-2 (22). An increase in the mRNA transcripts of MMP-14 (6 fold) and TIMP-2
(2.5 fold) was observed in the supraspinatus tendon at 2 weeks of overuse compared to
controls (Figure 3B, 3C). A reverse zymography for the detection of TIMP activities have
shown that TIMP-1,-2 and -3 were all increased at 4 weeks compared to controls, showing
slight differences among them as a function of time (Figure 3C). TIMP-1 slightly decreased at

2 weeks before increasing at 4 weeks, whereas TIMP-2 and-3 increased by time.
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Extracellular Matrix MetalloPRoteinases Inducer: a potential candidate for MMP-14
and MMP-2 up-regulation. As EMMPRIN is known as a regulator of several MMPs
including MMP-14 and MMP-2 (23), we examined its expression in the rat tendons. Western
blotting analysis showed an increase in EMMPRIN protein level in the supraspinatus tendons
at 2 weeks of overuse, decreasing after 4 weeks to levels similar to control ones (Figure 4A).
Immunolabeling of tendon tissues confirmed this pattern (Figure 4B). Immunostaining of
MMP-2 confirmed the increased expression of this enzyme shown in the in situ gelatin
zymography at both 2 and 4 weeks of overuse (Figure 1). Co-localization of EMMPRIN and

MMP-2 could be observed, especially in cellular extensions (Figure 4B).

Early overuse tendon alterations are not associated with an inflammation status. We
next search for signs of inflammation in tendons using antibodies against CD-68 targeting
pro-inflammatory macrophages (ED1 type). Only a few macrophages were evidenced in
control or overused tendons and no differences could be detected as a function of time of
overuse (Figure 5). Similarly, with anti CD-163 antibodies used to label anti-inflammatory
macrophages of ED2 type, only a few cells were detected in tendons whatever the time of
overuse (Figure 5). Skeletal muscles took at 8 days after crush injury were used in parallel as
a positive labeling control. In slides from these injured muscles many labeled macrophages of
both types, ED1 and ED2, could be detected (Figure 5).

Finally a cytokine array was used to detect variation in the inflammatory cytokines in rat
tendons. Low levels of the cytokines in the array could be detected in all samples whether
from control or overused tendons, although a very slight decrease could be noticed in several
cytokines including IL-1, IL-6 at 2 weeks, with the exception of FAS Ligand and Fractalkine

which to the contrary slightly increased. It must be noticed that MMP-8 displayed an
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unchanged pattern with overuse (Figure 6). Hence, there seems to be no indication for an
inflammatory response to overuse, suggesting that the increased metalloproteinase activity is

rather a response to a mechanical stress than an inflammatory one.

DISCUSSION

Unlike studies on human pathological tendons, the rat model of overused supraspinatus
tendon used here allowed the characterization of early events in tendinopathy. We have
previously shown that remodeling of matrix collagens and proteoglycans occurs as early as 2
weeks of overuse (17). These important changes in tendon ECM may consequently induce
partial tears of collagen fibers which could develop into a full thickness tear. Looking at
several MMPs known to be implicated in tendinopathy, results obtained in this study
demonstrate that only MMP-2 and the membrane type MMP-14 are up-regulated by overuse
and therefore may be implicated in early changes leading to tendon pathology. In addition,
EMMPRIN, a known MMP inducer, was correlatively up-regulated in tendon at 2 weeks. By
contrast, inflammatory cytokines, which are also major regulator of MMPs, were not altered
during overuse suggesting that EMMPRIN is the main regulator of MMP- 2 and MMP-14.
Global gelatinolytic activity was shown to be high in chronic Achilles tendinopathy (10-11)
and MMP-2 has been found elevated in some asymptomatic Achilles tendons displaying
histopathological degenerative changes (1). In other studies, transcript levels of MMP-2 (8-
10) and MMP-14 (8) were also increased in established state of tendinopathy. Here we have
shown that increase in the levels of these enzymes was a precocious sign in the pathological
process of supraspinatus tendon.

Our results also assessed that MMP-8, MMP-9 and MMP-13 expression was low or
undetectable whereas MMP-3 decreases both at transcript and protein levels at 2 weeks of

overuse. It has been reported that MMP-1, -9 and -13 are up-regulated in human chronic
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tendinopathy (10-11), while MMP-3 expression is down-regulated (7-10). It is generally
admitted that collagen degradation starts with MMP-1 and MMP-8 collagenase activities,
followed by gelatinases MMP-2 and -9 actions. However, MMP -8, MMP-9 and MMP-13
which were almost undetectable in our model of early rat supraspinatus tendinopathy did not
appear to be key actors of matrix remodeling.

Similarly MMP-3, taken often as key proteolytic enzyme in established tendon disease, could
not be considered as the initial cause of pathology. Indeed, the decrease in MMP-3 which
persists in advanced pathology whereas others MMPs are up-regulated (ref) does not support
its implication in this process. MMP-3 is also involved in proteoglycans (PG) catabolism.
Decreasing MMP-3 amount with overuse may reduce proteoglycans degradation which could
partially explain the tissular GAG accumulation observed previously in this model (17), a
hallmark of tendinopathy.

In overused supraspinatus tendon TIMP-1, -2 and -3 were increased in rat samples taken at 4
weeks but were low or undetectable at 2 weeks. Such an increase of TIMP-2 after 4 weeks of
overuse could explain the reduced gelatinase activity observed by in situ zymography whereas
MMP-2 protein levels remain still increased at the same time point. Results thus underscore a
determinant role of MMP-2 and MMP-14 in early supraspinatus pathological process
associated with a transient unbalance between MMPs and TIMPs which could favor an
increase in these enzymes activity. This may represent one of the first consequences of
overuse in tendons.

MMP-2 with the help of MMP-14 might both contribute to collagen turnover that was
observed in early tendon overuse (17). Overuse is known to induce micro lesions in collagen
fibers. MMP-14 and MMP-2 may act in concert at cell surface, the first enzyme cleaving

collagen which is further degraded by MMP-2 (24). However a controversy persists on a
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collagenolytic function of MMP-2 (25-26), which could operate on partially unwound helical
collagen.

EMMPRIN enhancement in tendon overuse at 2 weeks supports its involvement in upstream
regulation of both MMP-14 and MMP-2 in early overuse tendon. It was shown that MMP-2
and EMPRIN co-localize partially. Cell membrane association of MMP-14 and MMP-2 is
well known. All these proteins may probably function together at cell surface.

The mechanism of tendon alterations worsening into tears is still a matter of debate. The
correlation between tendon tears and reduced acromio-humeral space (27) suggests it comes
from mechanical compressive overload against coraco-acromial arch of the shoulder.
Similarly in Achilles tendon of rats, compressive forces acting on tendon during jumping or
treadmill training induce MMP-2 activation in the absence of any infiltration of inflammatory
cells (28). This situation is similar to supraspinatus overused tendon. Indeed, our results have
shown that inflammation was not involved in MMPs induction. Moreover, the amount of
macrophages was not increased in tendons with overuse at least during the 4 weeks of
observation, and the pattern of inflammatory cytokine was not changed either. Many studies
have underscored the importance of IL-6 as an inflammatory cytokine able to promote matrix
alteration during tendon pathology progression. Using the same model, some authors have
reported an up-regulation of I1L-6 transcripts in overused tendon (29). Our data suggested that
IL-6 protein may slightly decrease at 2 weeks of overuse. This discrepancy might be due to
the fact that studies were performed at different pathological stages, with different strain
exerted on tendon cells.

Mechanical stress could possibly cause MMP-2 release through an EMMPRIN induction
pathway in the tenocytes of overused supraspinatus tendon. Such a mechanism was shown to

occur in vitro with lung endothelial cells submitted to mechanical stretch (30). In overuse
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tendons, EMMPRIN and MMP-2 were specially observed at cell extensions which constitute
the most vulnerable cellular part to mechanical stress.

All together, our results suggest that EMMPRIN, MMP-2 and MMP-14 may be controlled by
mechanical stress. MMP-2 and also MMP-14 induced by EMMPRIN are the main actors of
ECM remodeling in beginning of tendinosis. Any therapeutic strategy aimed at preventing
full-thickness tear resulting from initial tendon matrix alteration should target MMP-2 and/or

MMP-14, or further upstream, EMMPRIN.
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LEGENDS
Figure 1. In situ gelatinase activity during overuse. Gelatinolytic activity in control (Ctrl) and
overused supraspinatus tendons at 2 and 4 weeks was detected on transversal sections of the

medial region of tendon using a fluorescein-conjugated gelatin. Fluorescence represents the
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local activity of gelatinase. EDTA was used to assess the contribution of MMPs activity to the
labeling. DAPI was used to label nuclei. Results are representative of 3 tendons from 3

different rats. Scale bar = 20 pm.

Figure 2. Expression levels of MMP-13 (collagenase-3) and MMP-3 (stromelysine-1) during
overuse. Protein and transcript analysis of MMP-13 and MMP-3 in control (Ctrl) and
overused supraspinatus tendon at 2 and 4 weeks were performed. A, transcript and protein
expression of MMP-13. Rat liver extract was used as a positive control. B, transcript and
protein expression of MMP-3. [1-actin was used as a protein loading control. TFIID was used
as an internal control. Graph represents mean + SD of transcript amounts expressed relatively

to TFIID. Results are representative of 6 tendons from 3 different rats. * = P < 0.05.

Figure 3. Expression of MMP-2 and its activating protein system during overuse. The
analyses were performed in control (Ctrl) and overused supraspinatus tendons at 2 and 4
weeks. A, MMP-2 semi-quantitative RT-PCR (upper panel) and zymography analysis (lower
panel). Graph of the upper panel represents mean + SD of transcript amounts expressed
relatively to TFIID. Graph of lower panel represents the levels of total and active MMP-2
using densitometry of gel bands. B, transcript expression of MMP-14. C, semi-quantitative
RT-PCR of TIMP-2 (upper panel) and reverse zymography analysis of TIMP-1, TIMP-3 and
TIMP-2 (lower panel). TFIID was used as an internal control. Graphs in B and C represent
mean + SD of transcript amounts expressed relatively to TFIID. Results are representative of
6 tendons from 3 different rats. Value are the mean and SD. *** = P < 0.001, ** = P < 0.01

and * = P < 0.05.
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Figure 4. EMMPRIN and MMP-2 expression during overuse. A, western blot analysis of
EMMPRIN performed with control (Ctrl) and overused supraspinatus tendon at 2 and 4
weeks. GAPDH was used as a protein loading control. B, EMMPRIN co-immunolabeled with
MMP-2 on transversal sections of the medial region of the control and overused tendons.
Results are representative of 6 tendons from 3 different rats for western blot and 3 tendons

from 3 different rats for immunolabeling. DAPI was used to label nuclei. Scale bar = 40 pm.

Figure 5. Identification of pro- and anti-inflammatory macrophages during overuse. Labeling
of pro-inflammatory and anti-inflammatory macrophages was performed using respectively
CD-68/ED1 and CD-163/ED2 antibodies in control (Ctrl) and overused supraspinatus tendon
at 2 and 4 weeks on transversal sections of the medial region of tendon. Skeletal muscles
sections at 8 days after crush injury were used as control labeling. Desmin was used as
labeling of the skeletal muscle cells. Results are representative of 3 tendons from 3 different

rats. Scale bar = 20 pum.

Figure 6. Inflammatory cytokines expression during overuse. A rat cytokine antibody array
on extract was used. Densitometry analysis of the dots from the membranes shown at upper
panel was performed to determine the relative expression levels of inflammatory cytokines in
control (Ctrl) and overused supraspinatus tendon at 2 and 4 weeks. Results are representative
of one sample at each time. Bars represent densitometry analysis of the dots, data are means +

range of duplicates.
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3" partie : Transposition des changements matriciels observés au

cours de la tendinopathie du modele animal de rat a la
tendinopathie patellaire diagnostiquée chez I’Homme : Etude

histologique des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes

La tendinopathie chronique constitue clairement un probléme majeur de santé publique. Celle
observée chez I’Homme est généralement due a une sur-utilisation importante répétitive et a
des gestes inappropriés. Elle est généralement diagnostiquée tres tardivement et le traitement
médical est peu efficace. Pour concevoir les traitements appropriés, il est important de
comprendre les phénomenes qui conditionnent I’installation de la pathologie. C’est pour cela
que nous avons établi un modele animal de tendinopathie débutante d’origine mécanique qui
évolue vers une tendinose analogue a celle observée en clinique humaine. A I’aide de ce
modele, nous avons réussi @ montrer que la tendinopathie est associée a des changements
matriciels importants (I’évolution quantitative et qualitative du collagéne, des PGs et des
GAGs associes) se traduisant en particulier par une transformation fibrocartilagineuse au

cours des phases précoces de la pathologie (Cf. Article 1).

Dans ce cadre, nous avons cherché a savoir dans cette derniére partie de these, si le modéle
animal de sur-utilisation était représentatif des tendinopathies diagnostiquées chez I’Homme.
Plus précisément, la question était de savoir si la progression ou le cours des changements
matriciels constatés dans la tendinopathie du modeéle animal de rat étaient également constatés
dans la tendinopathie humaine. Cette partie s’est intéressée plus particuliérement a
déterminer, a 1’aide d’une méthode histologique, si la quantité des GAGs totaux eétait
directement corrélée au degré pathologique présenté par le tendon humain. Pour ce faire, les
GAGs totaux et specifiques de tendon patellaire humain sains et a différents stades de la
pathologie ont ét¢ marqués et/ou quantifiés. L outil indiquant les stades d’avancement de la

tendinopathie est une méthode d’évaluation connue sous le nom de VISA score.

A des fins diagnostiques, notre objectif €tait de savoir s’il est possible de déterminer, a partir

de la quantité de GAGs présente dans le tendon, le degré de sévérité de la pathologie et ainsi
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fournir des informations précieuses pour les thérapeutes afin qu’ils puissent adapter leur

traitements. Cette approche pourra étre étendue ensuite a d’autres marqueurs de la pathologie

I. Les GAGs totaux sulfatés dans la tendinopathie patellaire humaine
La tendinopathie patellaire est de loin la plus fréquente des tendinopathies du genou (80%)
diagnostiquées chez I"'Homme. Elle est due a la surcharge fonctionnelle chronique du tendon
patellaire. Elle concerne plus particulierement les personnes qui font des mouvements répétés
de flexion-extension du genou en surcharge. Les Iésions initiales de cette tendinopathie sont
identiques a celles observées dans la tendinopathie du supra-épineux des modeles animal et
humain, a savoir des micro-ruptures d'origine micro-traumatique pouvant conduire a la
formation de lésions macroscopiques pathologiques (chondrogenése, calcifications et

ossifications) dont certaines pourront s’accompagner de phénomeénes inflammatoires.

Un laboratoire canadien (University of British Columbia) avec lequel nous collaborons nous a
fourni des coupes histologiques de tendon patellaire humain a différents stades pathologiques.
Nous avons ainsi pu rechercher si nous retrouvions dans cette tendinopathie 1’augmentation
de GAGs observée dans la tendinopathie du supra-épineux du modele animal. Ainsi, la
premicre étape a consisté en un marquage des coupes histologiques au DMMB suivie d’une
analyse d’image afin de quantifier les GAGs totaux sulfatés dans les tendons contréles et
pathologiques. Il faut noter que le VISA score le plus faible correspond au degré le plus
avancé de la pathologie et que le VISA score 100 correspond aux tendons patellaires non
pathologiques.

Cette expérience nous a permis de comparer les tendons patellaires humains présentant un
degré de pathologie assez élevé (VISA score = 20) et de tendons sains. Les résultats ont
montré une augmentation tres significative de la quantité des GAGs totaux (de I’ordre de 10
fois) dans les tendons pathologiques (Figure 36) par rapport au niveau présent dans les

tendons contrdles.

161



tP C, VISA 100 tP P,,q, VISA 20

Total sulfated GAGs
in human patellar tendon

15000+

100004 [

50004

Arbitrary units

tPC tP Path

Figure 36. Quantification histologique des GAGs totaux sulfatés dans les tendons patellaires
humains contrdles (tP C) et pathologiques (tP P). Echelle = 40 pm.

= Comme nous I’avons constaté dans la tendinopathie du supra-épineux du modéle animal,

la tendinopathie patellaire humaine présente également une augmentation de la teneur des

GAG:s totaux sulfatés.

Il. Les GAGs spécifiques (DS et CS) et les PGs (décorine, versicane et
aggrécane) dans la tendinopathie patellaire humaine

Le tendon est composé principalement de collagéne, mais il contient également des GAGs

associés aux PGs. Il a déja été montré dans notre modéle animal de tendinopathie du supra-

épineux que la sur-utilisation provoquait une augmentation quantitative des DS et CS, de
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méme que de la décorine, du versicane et de 1’aggrécane. Ainsi, nous avons cherché a savoir
si nous retrouvions une hausse relative de ces mémes composants dans la tendinopathie

patellaire humaine au niveau histologique.

Les résultats obtenus concernant la teneur des GAGs spécifiques, montrent une augmentation
du marquage fluorescent des DS et des CS dans les tendons patellaires pathologiques par
rapport aux tendons contréles (Figure 37). On remarque que les DS sont localisés dans tout le

tendon alors que les CS sont plutdt localisés autour des ténocytes, marqueés ici au DAPI.

tP C, VISA 100 tP P, VISA 43

Figure 37. Immunomarquage des DS et CS dans les tendons patellaires humains contrdles (tP
C) et pathologiques (tP P). Echelle = 40 um.

Apreés avoir déterminé 1’expression des DS et des CS dans les tendons patellaires controles et
pathologiques, il était important de déterminer également I’expression des PGs porteurs de ces

GAGs. Les résultats obtenus montrent une augmentation significative du marquage
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fluorescent de la décorine, du versicane et de l’aggrécane dans les tendons patellaires
pathologiques (Figure 38). On remarque que le marquage de la décorine est localisé dans tout
le tendon, alors que le marquage du versicane et de 1’aggrécane prend 1’aspect de longues

chaines de part et d’autre des ténocytes dont les noyaux apparaissent tres fusiformes.

tP C, VISA 100 tP P, VISA 20

Versicane Versicane

Aggrécane Aggrécane

-
&

Figure 38. Immunomarquage de la décorine, du versicane et de I’aggrécane dans les tendons
patellaires humains contréles (tP C) et pathologiques (tP P). Echelle = 40 pm.
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= Les résultats ci-dessus concernant le profil protéoglycanique, montrent que les DS, les
CS, la décorine, le versicane et I’aggrécane augmentent de facon significative dans les
tendons patellaires humains pathologiques. L’augmentation du versicane, de 1’aggrécane
et des CS suggere une transition histologique du tendon patellaire vers un tissu
fibrocartilagineux. Ces résultats sont corroborés par les résultats obtenus avec le modéle
animal de sur-utilisation dans le tendon supra-épineux. Notre travail a démontré que cette

orientation se produit dés le début d’une mauvaise utilisation du tendon (Cf. Article 1).

I11. Corrélation des GAGs totaux sulfatés au degré d’avancement de la

tendinopathie patellaire humaine

Sur la base de ces résultats préliminaires, nous avons cherché a savoir ensuite si la quantité
des GAGs était corrélée au degré pathologique évaluée par le VISA score. A I’aide de la
méthode histologique DMMB, nous avons analysé la quantit¢ de GAGs totaux sur d’autres
échantillons présentant des VISA scores variables (de 100 a 4) (Figure 39). Les tendons
contréles (VISA = 100) et les tendons tres pathologiques (VISA = 4 et 13) ne contiennent
qu’une faible quantit¢ de GAGs, alors que les tendons moyennement pathologiques (VISA
score entre 60 et 20) montrent une quantité importante de GAGs.

La corrélation linéaire entre la teneur de GAGs sulfatés et le VISA score n’est pas évidente
puisque le coefficient de corrélation calculé est faible (R = 0.11) si I’on tient compte de tous
les échantillons. Pour les scores entre 53 et 20 il semble qu’il y ait une corrélation forte entre
le score et la pathologie. Pour les scores faibles (13 et 4), signifiant une pathologie trés
avancée et une douleur importante, les tendons ne présentaient pas de marquage de GAGs.
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Figure 39. Marquage (A), quantification et corrélation (B) histologique des GAGs totaux
sulfatés au VISA Score dans les tendons patellaires humains contréles (tP C) et
pathologiques (tP P). Echelle = 40 pm.
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= Les résultats indiquent que les GAGs totaux sulfatés augmentent de facon significative
dans les tendons patellaires humains pathologiques ayant des scores intermédiaires
(VISA score entre 20 et 40) et inversement pour les tendons ayant des scores faibles
(VISA score = 13 et 4).

= L’analyse de la teneur en GAGs peut contribuer a un diagnostic pour ces états
pathologiques modérément doloriques. Pour les cas de douleurs trés importantes, d’autres

marqueurs pathologiques devront étre trouves.
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Les tendinopathies font partie des troubles musculo-squelettiques (TMS) qui sont les maladies
professionnelles les plus répandues en France. Elles sont caractérisées par un inconfort, un
affaiblissement, des douleurs plus ou moins importantes liées a 1’activité et peuvent conduire
a une rupture du tendon. La pathologie a été autrefois considérée comme due a une réaction
inflammatoire (tendinite) mais est maintenant considérée comme essentiellement dégénérative
(tendinose), en partie liée & une mauvaise vascularisation conditionnant une réparation lente
du tendon. Prévenir et traiter efficacement ces pathologies exige une bonne connaissance des
facteurs les induisant. Il n’existe pas de traitement unique, efficace et applicable pour tous,
d’autant que la prise en compte des pathologies est souvent tardive. Chaque démarche
thérapeutique doit étre adaptée aux particularités du tendon 1ésé et au degré d’avancement de

la pathologie.

Les tendinopathies de la coiffe des rotateurs de 1’épaule constituent de loin les tendinopathies
les plus répandues parmi les TMS, et plus particuliérement celle du tendon supra-épineux
(tSE). Elles sont constatées généralement chez des personnes ayant une activité qui requiert
une mobilisation répétitive de D’articulation de I’épaule, en particulier en élévation. La
tendinopathie du supra-épineux s’accompagne souvent d’une augmentation du nombre de
micro-déchirures. Comme cela a été montré dans des études antérieures sur le tendon
d’Achille chez I’ Homme (Gibbon et al. 1999), ces micro-déchirures favorisent la survenue de
déchirures partielles ou totales du tendon. Au cours des phases tardives de la pathologie du
tSE chez le rat, on observe au niveau tissulaire une désorganisation du réseau collagénique
ainsi que des modifications qualitatives et quantitatives des éléments de la matrice
extracellulaire (MEC) tels que les collagénes ou les GAGs (Archambault et al. 2007; Scott et
al. 2007). Au niveau biomécanique, on constate une diminution de la raideur qui se traduit par
une moins bonne capacité de déformation du tendon (Soslowsky et al. 2000).

Le travail qui m’a été confi¢ au cours de ce projet de theése a €té d’apporter certaines réponses
a des questions d’ordre biochimique et cellulaire au cours des phases précoces de la
pathologie conduisant a une meilleure compréhension de 1’étiologie de la tendinopathie du
supra-épineux. Déterminer la chronologie des changements dans la matrice tendineuse
survenant au cours de la pathologie pourrait nous permettre d’avoir la possibilité d’agir en

amont de I’apparition des symptomes et ainsi les prévenir.

Dans ce cadre, le premier objectif de ma thése a été de mettre en place un modéle animal de

tendinose, déja validé, afin de préciser les caractéristiques cellulaires et moléculaires précoces
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de la pathologie. Le deuxiéme objectif a consisté a déterminer quand apparaissent les
changements matriciels constatés dans le tSE pathologique et comment ils évoluent au début
de la tendinopathie. On pouvait concevoir que les changements matriciels soient provoqués
par une réponse due aux cellules du tendon ou par une réponse inflammatoire débutante, ou
une combinaison des deux. Ainsi, le troisiéme objectif a été d’évaluer d’abord le degré
d’implication des ténocytes et des cellules inflammatoires dans la dégradation enzymatique de
remodelage matriciel, puis la contribution possible des médiateurs pro-inflammatoires a cette
dégradation. Enfin, le dernier objectif de ce projet de thése a été de déterminer si les
changements matriciels observés au cours de la tendinopathie dans le modéle animal étaient

représentatifs de ceux d’une tendinopathie humaine.

I. Le modeéle animal de sur-utilisation du tSE

Les études histologiques et biochimiques des tendinopathies chez ’Homme sont difficiles car
elles nécessitent de pouvoir se procurer des échantillons de tendons. lls peuvent étre obtenus
par biopsie lors d’un acte chirurgical mais ils sont malheureusement souvent prelevés sur des
personnes qui sont a un stade tres avancé de la pathologie. De plus, il est trés difficile
d’obtenir des échantillons de tendons sains comme contrdles. Ainsi, pour une meilleure
compréhension de la tendinopathie et de ses mécanismes sous-jacents, des modeéles animaux
appropriés a chaque tendinopathie sont nécessaires. Le modeéle utilisé au cours de ce projet de
these est un modele in vivo de sur-utilisation du tSE chez le rat induisant une tendinose. Ce
modele a été établi par I'équipe du Dr Soslowsky (Soslowsky et al. 2000). Il consiste en un
entrainement quotidien des rats sur un tapis roulant avec une pente descendante de 10 °, a une

vitesse de 17 m/min (soit 1 km/h), 1 h/jour, 5 j/semaine et cela pendant quelques semaines.

Avantages du modéle animal utilisé

Ce modele induit une tendinose représentative de la tendinose observée chez ’Homme
(Soslowsky et al. 2000).

Le protocole d’entrainement préconise induit une sur-utilisation du tSE suffisamment
reproductible pour permettre 1’étude d’un large éventail de composants pouvant étre
impliqués dans la genése de la pathologie. Si le protocole est suivi rigoureusement, ce modele
est efficace car il provoque des 1ésions qui n’ont pas le temps de se réparer et ainsi conduisent
a la dégenérescence du tendon. Cependant, les lésions pathologiques sont quasiment

réversibles si le protocole est stoppé (Jelinsky et al. 2008).
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L’usage de la pente descente est un ¢lément trés important pour la validit¢ du modele. En
effet, la pente permet de redistribuer la masse de 1’animal sur les pattes antérieures ce qui
oblige leurs muscles a se contracter alors qu’ils sont étirés (contraction excentrique) (Devkota
et al. 2007). Cette contraction induit plus de Iésions qu’une contraction sans étirement
musculaire (contraction concentrique). De plus, les mouvements répétitifs de flexion des
membres antérieurs effectués lors de la course sur la pente descendante, compte tenu de la
masse de I’animal, favorisent le glissement vertical de la téte de ’humérus dans la cavité
glénoide. Ceci induit par conséquent le frottement répétitif du tSE sur I’acromion. Cette
course semble altérer uniquement le tSE, sans effet sur d’autres tendons tels que le tendon
d'Achille par exemple (Huang et al. 2004). A I’inverse, si le tendon d’Achille avait été notre
objet d’étude, une course en pente ascendante aurait été stirement plus pertinente (Glazebrook
et al. 2008).

Inconvénients du modéle animal utilisé

Ce protocole, trés efficace pour induire une altération du tSE, a néanmoins quelques
inconvenients. En effet, la mise en ceuvre du programme d’entrainement chez le rat s’est
révelée particulierement délicate. La course sur tapis roulant a nécessité beaucoup de temps et
d’efforts car il était difficile d’obliger les animaux a courir assez vite et assez longtemps.
Dans un lot d’animaux de méme age (2 mois), au moins la moitié refuse de courir, ainsi nous
avons di acquérir un nombre important d’animaux afin d’obtenir finalement une cohorte
d’animaux actifs de taille suffisante pour valider les résultats. Il semblerait que certains rats
atteignent plus que d’autres un niveau de stress et d’anxiété¢ élevé qui les rendrait
naturellement rétifs aux sollicitations d’entrainement auxquelles nous les soumettons. La
période d’adaptation a I’entrainement permet de détecter ces animaux récalcitrants qui sont
écartés du lot des animaux entrainés. Les animaux n’ayant pas couru étaient utilisés en tant
qu’animaux controles.

Outre la difficulté de la mise en place du protocole d’entrainement des animaux, le tSE en lui-
méme et I’espéce animale rat ont posé également quelques problémes techniques. Tout
d’abord la taille du tSE est tres réduite, elle ne dépasse pas 1.5 cm pour 20 mg de poids frais.
Ensuite, la quantité faible de matériel extraite d’un tSE du rat a été un facteur limitant pour
certaines investigations. Enfin, la qualité du tissu, riche en collagéne et sa résistance ont

nécessité des mises au point multiples.
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Ce projet de thése a donc permis de mettre en place en France un nouveau modéle animal de
tendinose débutante a caractére non inflammatoire et d’origine mécanique, qui évolue vers
une tendinose installée analogue a celle observée chez I’Homme. Sa finalité est d’approfondir
les connaissances sur le mécanisme de la pathologie précoce de la tendinopathie du supra-

épineux et les interactions mécanobiologiques qui lui sont associées.

I1. Les changements des GAGs matriciels : signes précoces de tendinopathie

La course en pente descendante induit différents changements matriciels au sein du tSE. A
I’aide de ce modele nous avons détecté et analysé les changements précoces des GAGs, des
protéoglycanes et des collagénes et montré que certains de ces changements correspondaient a
une altération phénotypique des cellules de tendon vers un profil chondrocytaire.

Le sur-entrainement modifie quantitativement les GAGs

Dans la premiere partie, nous avons montré une augmentation significative des GAGs totaux
sulfatés qui apparait a partir de 4 semaines de sur-utilisation. Cette augmentation perdure
jusqu'a 16 semaines tout en diminuant quelque peu. Ces résultats confirment ceux d’une étude
antérieure menée a 1’aide du méme mode¢le sur I’évolution de la teneur des GAGs dans la
zone tendineuse qui, cependant, croit progressivement jusqu'a 16 semaines (Scott et al. 2007).
En utilisant un modéle de course sur une pente ascendante, une autre étude a montré par
coloration au bleu Alcian, une augmentation croissante des GAGs totaux dans le tendon
d’Achille a partir de 4 semaines de sur-utilisation qui perdure et qui demeure plus importante
que chez les témoins a 16 semaines (Silva et al. 2011). Nous savons que chaque tendon subit
des contraintes mécaniques différentes. Cependant, lors d’une sur-utilisation, le tendon
d’Achille est principalement soumis, comme le tSE, a la fois a des contraintes tensiles et

compressives.

L ’augmentation de GAGSs est-elle associée a une augmentation de la charge hydrique du

tendon ?

Quels que soient leurs types, 1’augmentation des GAGs sulfatés, qui sont pourvus de
nombreuses charges anioniques rétentrices d’eau, devrait accroitre la masse hydrique
contenue dans le tissu. Cette surcharge hydrique pourrait contribuer, en modifiant la raideur
tissulaire, a 1’altération histologique du tendon.

Nous n’avons pas pu observer de changements de la masse hydrique mesurée par

lyophilisation dans le tSE au cours de la sur-utilisation. Une étude sur des tendons patellaires
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humains contrdles et pathologiques a montré une augmentation significative de la masse
hydrique tissulaire dans le tendon pathologique en utilisant la méme méthode de
quantification (Samiric et al. 2009). Nous n’avons pas d’explication satisfaisante de ces
differences. On ne peut pas exclure que la méthode de quantification de la masse hydrique ne
soit pas assez sensible pour pouvoir détecter les différences infimes entre le tSE contréle et
sur-utilisé. Il serait important de trouver une autre méthode plus efficace et plus sensible. La
méthode thermogravimétrique (Bihari-Varga et al. 1969; Bihari-Varga et Biro 1971) serait
une alternative a la lyophilisation car elle permet de mesurer les variations infimes de masse
en fonction de la température, lorsque des extraits de GAGs hydratés sont chauffés
progressivement au-dela de 100°C, a des températures qui permettent 1’évaporation totale de

I’eau.

La teneur en GAGs d’un tendon est-elle représentative d 'un état pathologique ?

La plupart des tendons humains atteints de tendinopathie présentent une forte augmentation
du taux de GAGs. La question d’une relation existant entre le degré de pathologie et la
quantité de GAGs se pose donc. Au cours de ce travail, nous avons tenté de corréler la
quantité de GAGs totaux a un score de référence (VISA score) indiquant le stade
d’avancement de la tendinopathie patellaire chez I’Homme. Le VISA score est basé
principalement sur les réponses des patients a 10 questions portant sur 1’intensité de la douleur
ressentie dans différentes situations. Pour chaque question, I’intensité de la douleur est
évaluée entre 10 (pas de douleur) et 0 (forte douleur) (Cf. annexe n°2).

Nous avons observé, lors d’une premicre expérience, une augmentation de 1’ordre de 10 fois
du marquage des GAGs sur des coupes de tendons patellaires humains dont le VISA score
était de 20, comparé a des tendons au VISA score de 100. Ceci nous a conduit a évaluer la
quantité de GAGs sur I’ensemble des échantillons de tendons patellaires dont nous disposions
qui présentaient des scores allant de 100 a 4. Nos résultats n’ont pas montré une corrélation
linéaire trés importante entre la teneur de GAGs sulfatés et le VISA score. En effet, le
coefficient de corrélation calculé n’était que de 0.11. Il est intéressant de noter cependant que
pour les scores intermédiaires, entre 53 et 20, une corrélation forte (R* = 0.69) entre le score
et la quantit¢ de marquage des GAGs a pu étre établie. Cette étude suggere que ’analyse
histologique des GAGs peut présenter un intérét diagnostic dans les cas pathologiques de

sévérité moyenne.
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Nous n’avions pas d’échantillons correspondant aux VISA scores associés a une faible
pathologie (VISA score entre 53 et 100) probablement parce que les douleurs des patients a
ces niveaux de VISA score ne justifiaient pas que 1’on fasse des biopsies.

Pour le cas de pathologie trés avancée (VISA score de 4 signifiant une tres forte douleur), le
tendon ne présentait pas plus de marquage de GAGs que les tendons témoins. Si on exclut une
erreur d’échantillonnage, diverses raisons peuvent étre évoquées dans le cas de la pathologie
tres avancée pour expliquer ce faible taux de GAGs :

e Le VISA score, basé sur une évaluation de la douleur dont la perception est
éminemment subjective, ne permet pas une évaluation toujours pertinente de la
pathologie. Il faut par ailleurs noter que des tendons asymptomatiques peuvent
présenter un état structurel trés détérioré et inversement.

e Le VISA score est pertinent mais la teneur en GAGs totaux dans les tendons trés
pathologiques diminue tres fortement. Le nombre de ténocytes impliqués dans la
synthése des GAGs diminuerait, soit par une incapacité des cellules a pouvoir
synthétiser ces GAGs dans les tendons trés pathologiques, soit par la perte de
cellules viables. On sait que I’apoptose devient trés importante dans les tendons tres
pathologiques (Millar et al. 2009).

e Les enzymes de dégradation des GAGs augmenteraient fortement ou les enzymes
de sulfatation diminueraient fortement dans les pathologies les plus avancées. Les
GAGs seraient moins détectables par la technique de coloration au DMMB. Une
analyse des variations possibles des enzymes impliquées dans la dégradation ou la
sulfatation au cours de la pathologie serait nécessaire.

Cette étude suggere que 1’analyse histologique des GAGs peut présenter un intérét diagnostic
dans les cas pathologiques de sévérité moyenne. Dans le cas de forte douleur, le diagnostic est
facile a établir et ne nécessite pas d’investigation histologique supplémentaire pour le

confirmer.

Le surentrainement modifie qualitativement les GAGs

Nous avons montré que I’augmentation des GAGs totaux sulfatés observée au cours de la sur-
utilisation concernait principalement les DS et dans une moindre mesure les CS.
L’augmentation des DS a été corroborée par celle de I’expression des transcrits d’une
enzyme, la D4ST, appelée également la CHST14, spécifique de la synthese des DS. Notons
qu’il n’existe pas d’enzymes permettant de caractériser spécifiquement et simplement le

niveau de synthése des CS.
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Nos analyses biochimiques et immunologiques ou histochimiques ont montré que le HS est
peu représenté. Nous n’avons pas pu mettre en évidence un changement significatif du taux de
cette famille de GAGs au cours du processus de sur-utilisation.

Ces analyses biochimiques ont été réalisées sur le tendon entier. La distribution des GAGs et
les proportions de DS et de CS dans les différentes zones du tissu tendineux n’ont pas été
¢tudiées faute de matériel suffisant. L’analyse histologique par immuno-marquage realisée sur
la zone médiane purement fibreuse du tSE a montré une augmentation significative des GAGs
de type DS et CS a partir de 4 semaines de sur-utilisation. Cette zone du tendon subit
principalement des contraintes en compression si elle vient au contact de I’acromion. Tout en
restant le GAG majeur présent dans le tSE, le DS semble diminuer faiblement en proportion
au profit d’une 1égere augmentation de CS a 2 semaines de sur-utilisation et plus encore a 4
semaines. Des travaux utilisant un modele de sur-utilisation du tendon fléchisseur chez le
lapin ont montré que les GAGs dans les zones de compression étaient majoritairement des CS,
tandis que dans les zones de tension, on trouvait majoritairement des DS (Merrilees et Flint
1980). Ceci suggererait que les forces agissant sur le tendon sur-utilisé dans notre modéle
seraient en effet de nature compressive. Ces résultats different de ceux d’une étude réalisée
sur des tSE humains contrdles et pathologiques qui a montré que le type de GAG dominant
était le CS (Riley et al. 1994). Cette différence pourrait résulter d’un profil de contraintes in
situ différent chez les deux espéces ou étre due également a des variations dans la technique

utilisée.

Par I’analyse biochimique des disaccharides constitutifs des GAGs de tendons extraits a
différents temps de sur-utilisation, nous avons tenté de savoir si la composition des chaines de
GAGs était modifiee de facon perceptible. Cette analyse biochimique des disaccharides par
HPLC ne nous a pas permis de montrer de différences significatives entre les échantillons.

Un test fonctionnel s’est avéré plus sensible pour détecter des changements qualitatifs dans la
composition des GAGs. En effet, a ’aide d’un test ELISA compétiteur nous avons montré
que les GAGs extraits des tSE a 4 semaines de sur-utilisation présentaient plus d’affinité pour
le facteur de croissance HARP que les GAGs extraits des tSE controles. L’affinité de ces
méme GAGs pour un autre facteur de croissance, le FGF-2, n’est pas modifiée avec la sur-
utilisation. Cette augmentation d’affinité pour ’'HARP et non pour FGF-2 pourrait étre due a
des changements subtils dans la séquences des GAGs, notamment celle des CS et des DS,
vers une plus grande affinité pour le facteur de croissance HARP (Vacherot et al. 1999). Ces

changements, non perceptibles a travers la seule analyse des disaccharides composant les

175



GAGs, contribueraient a une séquestration d’HARP dans la MEC. En effet, la teneur
protéique et non transcriptionnelle ’HARP augmente dans les tSE a 2 et 4 semaines de sur-
utilisation. Cette augmentation est probablement une réponse trés localisée des ténocytes aux
contraintes mécaniques subies au cours de la sur-utilisation puisque 1I’expression d’HARP
n’augmente pas dans le plasma des rats entrainés. Cette sequestration du facteur de croissance
HARP pourrait avoir & son tour des effets sur la composition de la MEC elle-méme.

D’autres expériences pourraient attester des changements qualitatifs des GAGs. Par exemple,
il se pourrait que les GAGs de tendon sur-utilisés protegent moins certains collagenes de la
dégradation protéolytique, comme cela a été montré dans la tendinopathie chez le cheval

(Dulce Papy, communication personnelle).

La sur-utilisation du tSE provogue une transformation phénotypigue vers une chondrogenése

Dans notre modeéle, une différenciation chondroide est indéniable.

La chondrogenése est caractérisée par 1’augmentation d’expression de certains composants
specifiques du tissu cartilagineux qui sont généralement peu ou pas exprimeés dans les tendons
sains. Nous avons ainsi montré que le niveau d’expression des grands PGs, comme le
versicane et ’aggrécane, augmente dans les tSE a 2 et 4 semaines de sur-utilisation, ce que
nous avons confirmé par ’analyse histologique. Nous avons également montré que les
transcrits du collagene de type Il et de type VI augmentent a partir de 2 semaines de sur-
utilisation. L’ensemble de ces observations atteste que le tendon est le sicge d’une
différenciation chondroide dans les phases précoces de la sur-utilisation, dont 1'un des
régulateurs en amont semble étre le facteur de transcription SOX-9. Ce dernier est un
marqueur connu de la chondrogenése dont les transcrits augmentent en méme temps que celle
des composants protéiques matriciels.

L’expression du TGFpB-1 totale augmente d’une fagon trés significative a 1 semaine de sur-
utilisation dans les tSE et diminue ensuite a 2 et 4 semaines. Ces résultats concordent avec
ceux obtenus par d’autres avec le méme modéle (Archambault et al. 2007) et suggerent
I’implication du TGFB-1 dans la chondrogenese. En effet, il est connu que TGFB-1 possede
une capacité inductrice de la fibrognese, mais réecemment sa capacité a promouvoir également
la chondrogenése a été mise en évidence au cours du développement (Quintana et al. 2009).
De plus, le TGFB-1 a été identifie comme inducteur de SOX-9 au cours du développement
(Lorda-Diez et al. 2009). Par conséquent, ces 2 facteurs constitueraient un duo régulateur de

la différenciation chondoide ou SOX-9, induit en aval du TGFB-1, serait le signal qui
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sélectionnerait 1’effet pro-chondrogenique du TGFB-1 au détriment de son effet pro-
fibrogénique. La chronologie de leur apparition dans les tSE sur-utilisés conforte cette
possibilité.

Cette différenciation chondroide est également associée a une diminution de marqueurs
tendineux. Nous avons observé que la ténomoduline, un marqueur spécifique de la
tendogenése (Shukunami et al. 2006), diminue légerement a 2 semaines puis fortement a 4
semaines de sur-utilisation dans le tSE.

Enfin, I’augmentation de I’activité de la MMP-2 et I’absence d’activation de la MMP-9 que
nous avons constatés, vont aussi dans le sens d’une différenciation cellulaire comme observé

au cours de la myogenése avec un profil enzymatique proche (Attia et al. 2011).

Implication d’HARP dans la chondrogenése

L’augmentation constatée de la teneur d’HARP avec la sur-utilisation suggerent que ce
dernier peut étre impliqué dans le changement phénotypique chondrocytaire des ténocytes. En
effet, HARP a été montrée comme étant impliquée dans la chondrogenese au cours du
développement (Dreyfus et al. 1998). Par ailleurs, la modification fonctionnelle des GAGs en
termes d’affinité vis-a-vis ’HARP, par modulation de sa séquestration, pourrait renforcer son
effet. Le r6le direct du facteur de croissance HARP dans la chondrogenese suggéré par nos
résultats mérite d’étre approfondi. Il a été montré que HARP est un facteur autocrine des
cellules cartilagineuses. Il serait donc intéressant de savoir si les ténocytes de tendon, mis en
culture primaire, produiraient des quantités accrues d’HARP en fonction de la durée de sur-
utilisation. D’autre part, il serait également intéressant de traiter une culture primaire de
ténocytes avec du HARP recombinant et voir si I’expression des marqueurs chondroides est
augmentée ou pas. Nous avons réalisé des expériences préliminaires ou des cultures primaires
de ténocytes de supra-épineux ont été traitées pendant quelques jours avec HARP. Ce
traitement nous a permis de montrer que le collagéne de type II, I’aggrécane et SOX-9 sont
Iégérement augmentés dans les ténocytes. Ces résultats doivent étre confirmés.

Mettre en évidence directement le rle du facteur de croissance HARP dans le modele de sur-

utilisation du rat est la continuation logique de I’investigation.

Conséquences des changements de composants matriciels collagéno-protéoglycaniques sur la

biomécanique tendineuse
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Au cours de la sur-utilisation, des changements d’expression des composants régulateurs
biomécaniques majeurs du tissu tendineux que sont les collagenes, les PGs et les GAGs, ont
été observés.

Nous avons montré qu’a partir de 2 semaines, les transcrits du collagéne de type I diminuent
dans le tSE sur-utilisé. Le collagéne de type I, composant le plus abondant dans le tendon
dont les fibres sont épaisses, est essentiel pour assurer la raideur de ce dernier sous la traction.
Par conséquent, cette diminution permettra au tendon de s’étirer davantage quand il subit une
contrainte tensile.

Simultanément nous avons observé que les transcrits et I’immuno-marquage du collagene de
type III, qui est localisé dans I’endoténon inter-fasciculaire, augmentent. Ce collagene néo-
synthétisé se dépose autour des fibres de collagéne de type I et non au niveau de 1’endoténon.
Le collagéne de type Ill semble contribuer a I’empaquetage et au maintien de la cohésion
structurelle et mécanique des fibres de collagene de type | et Il avec lesquelles il co-
polymérise. Ses fibres fines et placées plus transversalement que celles du collagene de type |
et 11, le collagene de type Il est moins raide en traction mais sa souplesse tridimensionnelle
lui confere une certaine adaptation au cisaillement. Son augmentation pourrait étre un
événement associé au remodelage collagénique nécessaire a la transition vers un tissu fibro-
cartilagineux ou il serait alors exprimé de maniere transitoire au cours de la différenciation
chondroide. Cependant, ce mécanisme n’a toujours pas été mis en évidence pour le moment.
Par ailleurs, si le collagéne de type 11 est présent dans le cartilage mature, il y serait plut6t le
témoin d’un événement passé lésionnel qu’un caractére constitutif (Wu et al. 2010). C’est
pourquoti, il est beaucoup plus probable que I’apparition du collagéne de type III, dans cette
zone péri-fibreuse, témoigne d’une réponse cicatricielle a caractére fibrotique développée par
le tendon pendant la sur-utilisation, dont le pic du TGF-1 serait le principal inducteur.

Une hausse du collagéne 1l a été constatée a partir de 2 semaines de sur-utilisation. On sait
que le collagéne de type Il posséde des fibres de moindre diametre que celles du collagéne de
type I. Ces fibres sont également différentes par une disposition tissulaire en diagonale par
rapport a 1’axe d’application de la contrainte en traction. L’augmentation constatée des
transcrits du collagene de type Il, contribue également a la baisse de raideur en traction du
tendon sur-utilisé par rapport au tendon contréle.

Ainsi, les changements collagéniques observés dans cette pathologie débutante, conduit a
penser que 1’on assiste a la fois a I’apparition de plages tissulaires chondroides et fibrotiques

cicatricielles affaiblissant tout les deux la raideur tendineuse en traction.
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Nous avons montré également que les petits PGs comme la decorine, le biglycan et la
fibromoduline augmentent a partir de 2 semaines de sur-utilisation dans le tSE. Ces PGs
interagissent avec les fibrilles des collagenes sur lesquelles ils retiennent 1’eau et modifient
ainsi la viscoélasticité. Les petits PGs interviennent également dans la fibrillogenése au cours
de laquelle ils régulent le diametre des fibres. La décorine est connue pour favoriser la
formation des fibres de collagéne de petit diamétre (Dourte et al. 2012), alors que la
fibromoduline entraine la formation des fibres de collagéne de gros diamétre. On peut
supposer donc que les variations des petits PGs observées au cours de la sur-utilisation
joueraient un réle important dans la modulation du diamétre des fibres collagéniques. Ces
variations conduiraient a la mise en place d’une population fibreuse hétérogene, enrichie en
fibres de petit diametre diminuant ainsi la raideur tendineuse. Ceci expliquerait dans ce méme
modele de sur-utilisation, la baisse tres importante du modulus en tension, qui perdure encore
jusqu’a 16 semaines (elle atteint 60 %) (Soslowsky et al. 2000). Une analyse structurelle
matricielle plus poussée mériterait d’étre conduite dans les phases précoces de sur-utilisation
ainsi qu’un approfondissement de la relation entre 1’assemblage des molécules de collagene

avec les petit PGs et la mécanique tissulaire tendineuse.

Il a également été constaté que I’expression du collagéne et la teneur en GAGs dans le tSE
apres entrainement étaient augmentées, cependant cette augmentation était annulée, pour les
GAGs et non pour le collagene, une fois que les rats arrétaient de courir pendant au moins 2
semaines (Jelinsky et al. 2008). Cette réversibilité différentielle, mécaniquement régulée, est
sans doute due a la différence des vitesses de turn-over respectives des composantes

glycaniques et collagéniques de la MEC.

I1l. Les MMPs acteurs majeurs du remaniement matriciel : processus

inflammatoire ?

Nous avons constaté que des changements matriciels anaboliques importants surviennent a
partir de 2 semaines en réponse a la sur-sollicitation mécanique. Il est souvent dit que les
petites contraintes mécaniques répétitives du tendon, bien inférieures au seuil de rupture,
provoquent des micro-déchirures a 1’origine d’un processus inflammatoire (Wang 2006).
Parallelement, le catabolisme de la MEC contribue a son remodelage et il est principalement
opéré par des enzymes qu’on appelle les MMPs. Nous nous sommes donc intéresses a
identifier les acteurs métalloprotéasiques et a préciser les modalités de leur intervention.

D’autre part, la protéolyse de la MEC pourrait étre due aux ténocytes eux-mémes en réaction
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a la contrainte mecanique subie, ou bien provenir des cellules inflammatoires, également
capables de produire et d’activer les MMPs. Nous nous sommes donc intéressés au role des
médiateurs chimiques orchestrant le catabolisme et en particulier a rechercher la part des
médiateurs pro-inflammatoires dans ce processus. L’inflammation et la dégénération
pourraient ne pas s’exclure mutuellement dans la pathologie et pourraient dépendre aussi de

I’évolution temporelle de cette derniére.

Quelles MMPs sont activées et a quel moment au cours de la sur-utilisation ?

Nos résultats ont montré une augmentation significative de D’activité gélatinolytique par
zymographie in situ dans le tSE a partir de 2 semaines de sur-utilisation qui se maintient
ensuite a un niveau élevé jusqu'a 4 semaines. Cette augmentation est probablement due a
I’augmentation a partir d’1 semaine de 1’activité de la MMP-2 observée par zymographie. En
effet, il est peu probable que la majorité de 1’activité gélatinolytique observée dans les tendons
sur-utilisés soit due aux enzymes MMP-9, MMP-13 et MMP-3 compte tenu du fait que
I’expression de leurs transcrits et/ou de leurs protéines n’est pas augmentée. De plus,
I’expression de TIMP-1 et TIMP-3, respectivement les inhibiteurs de la MMP-13 et la MMP-
3, augmente a 4 semaines de sur-utilisation par rapport au contrdle, ce qui va dans le sens
d’une diminution de I’activité de ces enzymes. La MT1-MMP, étant par ailleurs dotée d’une
activité gélatinolytique, pourrait contribuer a cette dégradation globale mais ce n’est pas le
scénario enzymatique dominant, comme nous allons le développer dans le paragraphe suivant.
Nos résultats ont également montré une augmentation corrélée significative de 1’expression
des transcrits de la MMP-2, de MT1-MMP et de TIMP-2. De plus, I’immuno-marquage a part
ailleurs mis en évidence que ’activité de la MMP-2 est localisée a la périphérie des ténocytes
disposés sur le pourtour des fibres de collagéne de type I. Le dispositif enzymatique
membranaire, MT1-MMP, MMP-2 et TIMP-2, participerait donc ici a la dégradation
collagénique. Le mode de fonctionnement couramment admis de ce trio est une intervention
en relais des 2 enzymes complexes, la MT1-MMP clivant le collagéne en gélatine qui est
ensuite dégradé par la MMP-2 (Ellerbroek et al. 2001). Rappelons que la MT1-MMP en
association avec la TIMP-2 est connue par ailleurs pour activer la MMP-2. De plus, la
diminution de TIMP-1 a 2 semaines de sur-utilisation pourrait aussi contribuer a
I’augmentation de I’activité de la MMP-2. Notons qu’une controverse existe encore quant a la
capacité collagenasique de la MMP-2. En effet, certains scientifiques soutiennent fermement

et depuis toujours que la MMP-2 est une pure gélatinase, protéase opportuniste capable de
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dégrader tout collagéne dont I’hélicité serait altérée (Seltzre et Eisen 1999), et d’autres

estiment que cette enzyme est aussi une collagénase (Aimes et Quigley 1995).

L’ensemble de nos résultats décrits ci-dessus, suggeérent de plus que la MMP-3 et la MMP-13
n’ont probablement pas un réle initiateur de la tendinopathie.

En effet, nous avons montré que 1’expression des transcrits de la MMP-3 diminue & partir de 2
semaines alors que la teneur de TIMP-3 augmente a 4 semaines de sur-utilisation. La MMP-3
exerce 2 roles particuliérement importants pour notre étude a savoir la dégradation des PGs et
I’activation des autres MMPs. La diminution de la MMP-3 pourrait contribuer de maniére
importante a 1’accumulation des GAGs tissulaires associés aux PGs au cours des phases
précoces de la tendinopathie et également a maintenir les MMPs inactives.

Une faible activité MMP-3 semble se poursuivre dans les phases tardives de la tendinopathie
chez I’Homme, si I’on se base sur le fait bien établi que 1’expression des transcrits (Ireland et
al. 2001; Alfredson et al. 2003; Jones et al. 2006; de Mos et al. 2007) et des protéines (Ireland
et al. 2001) de la MMP-3 continuent a diminuer. Cependant, une étude a montré une
augmentation de I’expression et de 1’activité de la MMP-3 dans la tendinopathie humaine (de
Mos et al. 2007). Ainsi, I’évolution de I’activité de cette enzyme au cours de la pathologie
installée comme de la pathologie au cours des phases précoces, est une question qui reste
ouverte et mérite d’étre approfondie.

La MMP-13 chez le Rat est ’homologue de la MMP-1 chez I’Homme. Les tendons humains
atteints de tendinose chronique sont caractérisés, par rapport aux tendons sains, par une teneur
accrue de MMP-1 et une réduction de TIMP-1, son inhibiteur spécifique. De plus, 1’activité
gélatinolytique tissulaire totale est supérieure dans les tendons atteints. Ceci suggére que
I’activité de la MMP-1 y est probablement plus élevée (Fu et al. 2002).

Nos résultats suggérent que la MT1-MMP et la MMP-2 sont responsables du catabolisme
collagénique observé dans le tSE au cours des phases précoces de la sur-utilisation, 1’une en
tant que collagénase, 1’autre en tant que gélatinase et la premiére activant la seconde. Si
I’expression des transcrits de MT1-MMP et de MMP-2 augmente au cours des phases tardives
de la tendinopathie humaine (Ireland et al. 2001; de Mos et al. 2007), I’activité spécifique de
la MMP-2 n’a pas été suivie. Cependant, il a été mis en évidence que 1’expression de la
MMP-2 augmente dans les tendons asymptomatiques présentant une histologie pathologique

dégénérative (Riley et al. 2002). Par ailleurs, il a été mis en évidence que I’expression des
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transcrits de la MMP-9 augmente également dans les phases tardives de la tendinopathie
humaine (de Mos et al. 2007).

Les résultats des etudes antérieures sur les tendons humains rapportent une sur-régulation a
différent niveaux des enzymes MMP-1 et MMP-2. Cette différence constatée par rapport a
nos résultats pourrait s’expliquer par un stade pathologique plus avancé des tendons humains.
L’emballement de la machinerie protéasique extracellulaire, dont les enzymes MMP-13,
MMP-3 et MMP-9 sont les représentants, pourrait se produire plus tardivement sous 1’effet
d’événements déclencheurs qu’il reste a déterminer. Sachant que les MMPs sont capables de
s’activer les unes les autres, on peut penser par exemple que 1’augmentation de la MMP-2

conditionne des changements plus tardifs dans 1I’expression et 1’activation des autres MMPs.

En conclusion de cette partie, il est certain que toutes ces MMPs sont finement régulées
temporellement non seulement dans leur expression, mais aussi dans leur activation
notamment par ’équilibre des concentrations respectives de 1’enzyme active et de son
inhibiteur spécifique. Un déséquilibre transitoire entre les MMPs et les TIMPs représente

I’une des premiéres conséquences de la sur-utilisation.

Le contexte du remaniement matriciel n’est pas inflammatoire

L’augmentation de I’expression et de 1’activité de MMP-2 peut étre due a la contrainte
mécanique exercée sur les ténocytes ou a I’influence de cytokines inflammatoires sur ces
cellules. Les cytokines sont des molécules pro- et anti-inflammatoires qui sont libérées
principalement par les leucocytes infiltrants lors de 1’inflammation. II est bien acquis que ces
cytokines peuvent étre inductrices du catabolisme matriciel. Dans les tendinopathies
humaines, peu de résultats ont été collectés sur la présence des cytokines pro-inflammatoires
et de plus ces résultats se contredisent parfois. Une seule étude a montré que I’expression des
transcrits de I’IL-6 en particulier se trouve augmentée d’une manicre significative dans le
tendon d’Achille atteint (Legerlotz et al. 2012). Cependant, une autre étude mentionne que
I’expression des transcrits d’IL-1, d’IL-6, d’IL-10 et d’IL-15 ne varie pas de maniére
significative (Alfredson et al. 2003).

Nos résultats ont montré I’absence d’un processus inflammatoire au cours des phases
précoces de la tendinopathie. En effet, beaucoup de cytokines pro-inflammatoires de la
famille des interleukines, en particulier IL-1 et IL-6, sont présentes a un taux trés faible dans

les tSE controles et sur-utilisés et il semble méme qu’elles diminuent légérement avec la sur-

182



utilisation. IL-13, aux propriétés anti-inflammatoires, se distingue par une trés légere
augmentation dans les tSE sur-utilisés. Nos résultats semble ne pas aller dans le sens de ceux
d’une autre étude utilisant le méme modele animal ou il a été montré une augmentation
progressive entre 1 et 8 semaines de I’expression des transcrits des marqueurs pro-
inflammatoires comme FLAP et COX-2 (Perry et al. 2005). Cette différence pourrait
s’expliquer par le fait que ces deux études s’intéressent a des médiateurs différents qui
contrblent des processus complexes dont la mise en place n’est pas obligatoirement en phase
temporellement. Nos résultats ont montré également que les chémokines telles que MCP-
1(Macrophages Chemoattractant Protein-1), TCK-1 (Thymus ChemoKine-1) et MIP-3a
(Macrophage Inflammatory Protein-3a), qui attirent les cellules inflammatoires
macrophagiques, étaient diminuées légerement a 4 semaines dans les tSE sur-utilisés. De plus,
les macrophages identifiés par des anticorps ED1/CD-68 et ED2/CD-163, qui sont
respectivement des macrophages pro- et anti-inflammatoires, n’augmentent pas au cours des
phases précoces de la sur-utilisation. L’analyse de 1’évolution au cours de la sur-utilisation
des indicateurs cellulaires (macrophages) et moléculaires (cytokines et chémokines), permet
d’affirmer que le mécanisme dans lequel se déroulent les changements précoces tissulaires

liés a la tendinopathie n’est pas d’origine inflammatoire.

Nos résultats ont montré que les cytokines inflammatoires, principalement impliquées dans
’activation de la synthése des MMPs, ne varient pas au cours de la sur-utilisation alors que le
niveau d’expression et d’activité de la MMP-2 était fortement augmenté. Il est donc probable
que cette famille de médiateurs chimiques soit impliquée dans la régulation de la MMP-2 et il
faut donc faire appel a un autre facteur régulateur comme inducteur du couple MT1-MMP et
MMP-2. EMMPRIN, qui est un inducteur des MMPs récemment mis en évidence (Huet et al.
2008), pourrait étre responsable de I’augmentation du niveau d’expression de la MT1-MMP
qui activerait alors la MMP-2. Cette hypothése semble ici étre confirmée, puisque la protéine
d’EMMPRIN est exprimée dans le tissu tendineux et augmente a 2 semaines de sur-
utilisation. Ce sont les ténocytes qui la produisent au vu de sa localisation sur leur membrane
comme le montrent les expériences d’immuno-marquage fluorescent.

L’induction de I’expression d’EMMPRIN pourrait étre mécanique. En effet, la contrainte
mécanique peut induire I’expression d’EMMPRIN. Il a été montré que 1’étirement des cellules
endothéliales in vitro entraine la production ’EMMPRIN (Haseneen et al. 2003). Il a été
montré également que dans les cellules de drosophile, le cytosquelette semble étre modifié par
la présence ’EMMPRIN en liaison avec les intégrines (Curtin et al. 2005). D’autre part, il a
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été largement prouvé que les contraintes mécaniques induisent in vitro la surexpression de la
MMP-2 (Wang et al. 2010). Ainsi, il serait intéressant de faire une expérience
complémentaire qui viserait a vérifier si la mise sous contrainte des ténocytes in vitro
favoriserait la synthése d’EMMPRIN et la production de la MMP-2. Par ailleurs, en bloquant
EMMPRIN avec un anticorps spécifique, la relation de cause a effet reliant la contrainte
mécanique, EMMPRIN et la MMP-2 serait ainsi démontrée. Sur la base de nos résultats, les
stratégies thérapeutiques visant a prévenir la tendinopathie du supra-épineux au cours des
phases précoces de la pathologie devraient cibler 1’expression et 1’activité de la MMP-2 ainsi

que celle de ses inducteurs et activateurs, respectivement EMMPRIN et MT1-MMP.

1VV.Scénarios possibles annonciateurs d’une tendinopathie du tSE

Le scénario mécanobiologique tissulaire

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet de thése ont montré que des changements
moléculaires et cellulaires surviennent pendant les phases précoces (avant 4 semaines) dans le
tSE suite aux contraintes mécaniques qu’il subit lors d’une sur-utilisation inappropriée de
’articulation de 1’épaule.

Le facteur mécanique tissulaire, a 1’origine de la différenciation du tendon en fibrocartilage,
est la modification de la distribution et de I’intensité des contraintes compressives, tensiles et
de cisaillement dans I’environnement ténocytaire. Ce nouveau contexte de contraintes
mécaniques pourrait, dés la premicre semaine, provoquer 1’augmentation du TGFB-1 sans
induire les cytokines pro-inflammatoires. Dans ce contexte, une ou plusieurs voies de
signalisation anaboliques et cataboliques, conditionnées par la présence de SOX-9 dont le réle
nous apparait ici primordial, induiraient la différenciation chondrocytaire des ténocytes. Ceci
reste & mieux definir.

Sur le plan catabolique, EMMPRIN stimulerait le duo MT1-MMP et TIMP-2 qui démarrerait
la protéolyse collagénique matricielle, les autres MMPs étant maintenues silencieuses. Sur le
plan anabolique, SOX-9 induirait via le facteur de croissance HARP qui prendrait le relais,
I’augmentation des collageénes, des PGs et des GAGs spécifiques du cartilage, a savoir les
collagénes de type Il et VI, le versicane, I’aggrécane et les CS.

L’augmentation significative des GAGs totaux et spécifiques, associés a leurs PGs, constitue
la caractéristique la plus marquante de cette pathogenése, elle pourrait étre liée au maintien
dans le tissu tendineux sur-utilisé d’un taux trés faible de MMP-3. De plus, ces GAGs

auraient plus d’affinité pour HARP et augmenteraient par conséquent sa biodisponibilité.
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Le scénario biomécanique tissulaire

Cette adaptation chondroide, processus pathologique menant a une dégénérescence
tendineuse, aurait un effet de réduction des forces de friction subies par le tendon lors du
contact répété avec l’acromion, en particulier si la bourse séreuse est défectueuse.
L’augmentation des GAGs totaux jouerait également un réle dans le maintien de 1’hydratation
tissulaire et de I’espacement inter-fibrillaire contribuant ainsi a I’amélioration des propriétés
viscoélastiques du tendon. Cependant et c’est le point le plus important, la formation de ce
tissu fibro-cartilagneux dans une région tendineuse soumise a des fortes tractions, dont la
fonction physiologique biomécanique est la résistance a la déformation tensile, conduira a une
baisse de la raideur en tension. Le tendon s’étirera donc davantage jusqu'a ce que surviennent
des micro-déchirures. De plus, la faible capacité de régénération du tendon, due notamment a
sa faible vascularisation, contribue a aggraver la situation et conduit a la dégénérescence

partielle tendinopathique installée.

Quelle que soit I’origine de la pathologie, la conséquence est la méme a savoir des micro-
déchirures qui se transformeraient en déchirures partielles ou totales et qui pourraient étre
aggravées par I’effet de la MMP-2 et non par une réaction inflammatoire. Pour conforter ce
scénario, de nombreuses expériences restent a accomplir et cela pourrait faire 1’objet d’une
nouvelle these.

Dans ces scénarios, il reste encore beaucoup d’inconnues qui appellent autant de questions
dont voici quelques unes :

- Les augmentations des composants matriciels, comme le collagene de type I, I1I, VI,
I’agrécane, la décorine, le versicane, le biglycan et la fibromoduline, sont-elles bien
dues 8 HARP ?

- TGFB-1 est-il le seul facteur de croissance responsable de 1’apparition du facteur
chondrogénique SOX-9 ? Et quels sont les autres facteurs qui permettent d’orienter le
choix de la métaplasia chondrocytaire ?

- Pourquoi y a-t-il une telle dominance du TGFB-1 dans ce modéle par rapport aux

interleukines ?
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Figure 40. Schéma illustrant les liens entre les événements décrits, initiateurs ou

annonciateurs d’une tendinopathie tSE au cours des phases précoces. Traits pointillés

= lien hypothétique, traits pleins = lien relaté dans la littérature ou déduit de nos résultats.

Le scénario biomécanique articulaire

In fine, compte tenu des caractéristiques anatomiques de I’articulation de 1’épaule, et de son
utilisation si fréquemment inappropriée, l'origine de la modification de distribution et
d’intensité des contraintes compressives, tensiles et de cisaillement dans 1’environnement
ténocytaire est posée ici. On peut penser que le facteur mécanique articulaire serait le
frottement sur la volte acromiale du tendon. Ce frottement produirait, entre autres, une mise
en contrainte compressive pathologique pour la zone concernée du tendon. Cette situation se
traduirait par des modifications de contraintes dans I’épaisseur du tissu, dans I’environnement
ténocytaire et également au sein de 1’espace inter-fibreux. Le frottement sur la vodte
acromiale du tendon serait dii a I’excés de déplacement vertical du tendon. Cet exces est lié a
un défaut de la cinématique articulaire associé a une problématique de déformation des tissus

articulaires, en particulier des muscles.
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Il apparait que 1’une des solutions a la tendinopathie peut étre d’avoir recours a la thérapie
manuelle. Le dysfonctionnement articulaire étant a 1’origine de la pathologie tissulaire, le
rétablissement articulaire physiologique par des actions mécaniques appropriées permettra de
ramener la contrainte tissulaire a la normalité et donc restaurer la physiologie tissulaire
(Tassoni et al. 2006).

V. Conclusion
Cette these a permis de mettre en place un modele animal de tendinopathie précoce du supra-
épineux de la coiffe des rotateurs de 1’épaule. Son but était de pouvoir développer a terme des
outils technologiques préventifs permettant de détecter la pathologie avant I’apparition des

symptdmes doloriques.

En identifiant certains événements précoces associés a la tendinopathie du supra-épineux et en
précisant leur chronologie relative, notre travail a permis d’améliorer les connaissances sur
cette pathologie et de mettre en relation les résultats cellulaires et moléculaires obtenus avec

certaines observations cliniques. Cependant, de nombreux points restent a élucider.

Nous avons montré in vivo que des changements matriciels importants survenaient suite aux
contraintes mécaniques que subissait le tendon supra-épineux, la question des conséquences
de certaines contraintes sur les changements observés in vivo pourrait étre abordée in vitro sur
des ténocytes en culture primaire. Il serait en effet intéressant d’appliquer des contraintes
mécaniques de plusieurs types (compression et/ou tension et/ou cisaillement) et a différentes
fréquences sur des cultures primaires de ténocytes et d’analyser par une approche
transcriptomique, protéomique et glycomique les changements induits.

Nous avons montré par ailleurs qu’HARP pourrait jouer un role dans la chondrogenése des
cellules du tendon sans pour autant démontrer son implication directe dans ce processus. Il
serait donc intéressant d’analyser ses effets chondromodulateurs sur les ténocytes dans ce
modele.

Nous avons montré une augmentation des GAGs totaux et spécifiques que nous n’avons pas
pu associer a une augmentation de la masse hydrique. Il serait donc également important de
pouvoir déterminer la quantité d’eau a I’aide d’autres méthodes ainsi que le flux d’eau dans le
tSE au cours de la sur-utilisation.

En conclusion, d’importants efforts de recherche restent a accomplir en particulier dans la

caractérisation du profil d’évolution des composants tissulaires du tendon et dans la
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connaissance des contextes cellulaires, moléculaires et biomécanique qui sont a 1’origine de la
tendinopathie du supra-épineux. Cependant, les connaissances acquises peuvent étre utilisees
a des fins diagnostiques, dans des stratégies pédagogiques, thérapeutiques et surtout
préventives.
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Annexe 1 : Questions d’évaluation du VISA Score

The VISA scove - an index of scverity of jumper’s knee

VICTORIAN INSTITUTE OF SPORT

ASSESSMENT SCALE

1. For how many minutes can you sit pain free?

0 mins‘ | | | | | | ‘ | ‘ | ‘ 100 mins POINTS

o 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 D

2. Do you have pain walking downstairs with a normal gait cycle?
1101:15 | | ‘ | | ‘ | | | | | no pain POINTS
pain

W

o 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10

3. Do you have pain at the knee with full active nonweightbearing knee extension?
strong ) POINTS
severe [ | | | [ ] ] ] ] ] ] Jropen
pain

W)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4. Do you have pain when doing a full weight bearing lunge?

10
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The VISA score - an index of severify of jumper’s knee

strong 1
svers | | | [ [ [ [ [ T [ T Jnopan POINTS

severe

pain

POINTS
e 3
0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

6. Do you have pain during or immediately after doing 10 single leg hops?

POINTS
ever [T I T T T T T T T % O

o 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

7. Are you currently undertaking sport or other physical activity?

0 O Notatall
4 O Modified training + modified competition
7 O Full training + competition but not at same level as when symptoms began

10 O Competing at the same or higher level as when symptoms began
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The VISA score - an index of severily of funiper’s knee
8.  Please complete EITHER A, B or C in this question.
. If you have no pain while undertaking sport please complete Q8a only.

. If you have pain while undertaking sport but it does not stop you from completing the
activity, please complete Q8b only.

. If you have pain that stops you from completing sporting activities, please complete QB¢
only.

8a. If you have no pain while undertaking sport, for how long can you train/practise?

POINTS
NIL 1-5mins  6-10mins 7-15mins =15 mins D
0 0 a 0 0
0 7 14 21 30

OR

8b. If you have some pain while undertaking sport, but it does not stop you from completing

your training/ practice for how long can you train/practise?

POINTS
NIL 1-5 mins 6-10 mins  7-15 mins =15 mins D
O 0 O O O
0 4 10 14 20
12
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The VISA score - an index of severify of jumper’'s knee
OR

8¢. If you have pain which stops you from completing your training / practice for how long can

yvou train/ practise?

POINTS
NIL 1-5 mins 6-10 mins  7-15 mins =15 mins D
0 0 0 0 0
1] 2 5 7 10
TOTAL VISA SCORE D
13
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ORIGINAL ARTICLE

ology

Extracellular Matrix
Metalloproteinase Inducer
(EMMPRIN/CD147) as a Novel
Regulator of Myogenic Cell
Differentiation

ATTIA MOHAMED,' HUET ERIC,' DELBE JEAN,' LEDOUX DOMINIQUE,?> MENASHI SUZANNE,'
AND MARTELLY ISABELLE'*

'Laboratoire CRRET, CNRS EAC 7149, Université Paris-Est Créteil, Créteil, France

2Laboratoire de Pharmacologie EA3406, Université Paris-Nord, Bobigny, France

Matrix metalloproteinases (MMPs) are thought to play an important role in skeletal muscle cell growth and differentiation. In view of the
MMP inducing function of EMMPRIN/CD |47, its role in myogenic cell differentiation was investigated. EMMPRIN level increased during
differentiation of both rat primary myoblasts derived from satellite cells and mouse C2.7 myogenic cells and was associated with an
alteration in its molecular forms. In parallel, expression of pro-MMP-9 gradually decreased and that of pro-MMP-2 and active MMP-2
increased. While small interfering RNA (siRNA) inhibition of EMMPRIN expression accelerated cell differentiation, exogenously
added recombinant EMMPRIN inhibited differentiation by an MMP-mediated mechanism, as the MMP inhibitor marimastat abrogated
EMMPRIN's effect. Our results further suggest that EMMPRIN regulates differentiation through an MMP activation of transforming growth
factor beta (TGFp), a known inhibitor of myoblast's differentiation, as the increased activation and signaling of TGF@ by EMMPRIN was

attenuated in the presence of marimastat. EMMPRIN inhibition may thus represent a novel strategy in the treatment of muscular

degenerative disorders.
). Cell. Physiol. 226: 141149, 2010. © 2010 Wiley-Liss, Inc.

Muscle fibers are surrounded by an extracellular matrix (ECM)
forming a basement membrane in contact with the myogenic
cell, also referred to as satellite cells, and playing a major
role in muscle fiber homeostasis (Sanes, 2003). Besides, the
physiological turnover of the ECM in uninjured skeletal
muscle, extensive ECM degradation, and remodeling occurs in
pathological situations such as muscle injury (Rao et al,, 1985;
Melo etal., 1996; Huijbregts et al., 2001; Alexakis et al., 2007).
A number of studies have underscored the implication of
proteinases such as matrix metalloproteinases (MMPs) in the
integrity and the maintenance of the ECM and muscle fibers (see
Carmeli etal., 2004 as a review; Guerin and Holland, 1995; Bani
et al., 2008). The main MMPs known to be associated with
skeletal muscle regeneration are the gelatinases MMP-2 and
MMP-9 (Kherif et al., 1999; Zimowska et al., 2008) although
other members of the MMP family such as MMP-1 were also
suggested to participate in muscle cell myogenesis (Kaar et al.,
2008; Wang et al., 2009). Myogenic cells are involved in muscle
repair and have already been shown to synthesize and secrete
MMP-2 and MMP-9 (Guerin and Holland, 1995), thus suggesting
that these cells participate directly in the remodeling of ECM
during myogenesis and regeneration of skeletal muscle.
Among their proposed effects on matrix proteins, MMPs can
contribute to liberate and activate cytokines such as members
of the transforming growth factor beta (TGF) family (Dangelo
etal,, 2001; Karsdal etal., 2002; Wang etal., 2006). TGFf3 is part
of a complex network that regulates muscle development and
differentiation (McLennan and Koishi, 2002). It is generally
known as a potent inhibitor of the fusion of myogenic cell
(Massague etal., | 986; Olson etal., 1986) and was also shown to
delay myoblast differentiation into myotubes, probably by
acting on an early step of this process (Florini and Ewton, 1988;
Schabort et al., 2009). Indeed, TGFf3 blocking antibodies
improved skeletal muscle regeneration and accelerated
myoblast differentiation in vitro (Zimowska et al., 2009). TGF3

©® 2010 WILEY-LISS INC

is also known to regulate MMP-2 activity in these cells and to
favor their transdifferentiation into myofibroblasts in skeletal
muscle (Zanotti et al., 2007, 2009), thereby increasing the
fibrotic feature of regenerated muscle. Therefore, the
activation of TGF3 by MMPs may play an important role in
regulating myogenesis.

It has been shown that the expression of MMP-2 and MMP-9
can be regulated by a cell surface glycoprotein called
extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN)
(Biswas etal., 1995; Toole, 2003), also called CD 147 or basigin,
a member of the immunoglobulin super family (lacono et al.,
2007). Although the role of EMMPRIN in tumor invasion
(Gabison et al., 2005a) through its MMP inducing ability has
been the most extensively studied, it is becoming increasingly
clear that it has additional functions. EMMPRIN was found, for
example, to increase the synthesis of hyaluronan (Marieb etal.,
2004) and vascular endothelial growth factor (VEGF) (Tang
et al., 2005; Bougatef et al., 2009) in tumor cells and thus
was implicated in tumor survival and angiogenesis. EMMPRIN
was also shown to play a role in wound healing, through the
regulation of MMPs (Gabison et al., 2005b), thus suggesting a
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regulatory effect of EMMPRIN in tissue remodeling (Huet etal.,
2008a). A role for EMMPRIN in differentiation also was evoked
based on its localization in the basal layers of the epithelia of
dermis (DeCastro et al.,, 1996) and cornea (Gabison et al,,
2005b), and its ability to promote myofibroblasts differentiation
(Huet etal., 2008b). Furthermore, in skeletal muscle, EMMPRIN
has already been described as a chaperone for the translocation
of monocarboxylate transporters (MCT) to the plasma
membrane, another well-demonstrated function of EMMPRIN
(Juel and Halestrap, 1999, Kirk et al., 2000; Nakai et al., 2006).
However, its role in regulating the expression of MMPs during
myogenesis has not yet been explored. This prompted us to
analyze the role of EMMPRIN in myogenesis in an in vitro
approach.

Qur results suggest that EMMPRIN inhibits the
differentiation of myogenic cell by an MMP-dependent
activation of TGFB. These results that emphasize a regulatory
role of EMMPRIN in myogenesis may have important
applications in therapeutic strategies for promoting skeletal
muscle rehabilitation and preventing muscle disorders.

Materials and Methods
Cell cultures and treatments

C2.7 cells (a kind gift from D. Montarras, Institut Pasteur, France), a
subclone of the mouse C2C12 myogenic cell line, were cultured in
proliferation medium: Dulbecco’s modified Eagle’'s medium
(DMEM:; Invitrogen, Cergy Pontoise, France) with 20% fetal calf
serum (FCS; PAA Laboratories, Les Mureaux, France) and
antibiotics (100 U/ml penicillin and 10 pg/ml streptomycin;
Invitrogen). For differentiation experiment, C2.7 cells were seeded
at 5,000 cells/em? on 60-mm diameter dishes. When cultures
reached about 90-95% of confluence, proliferation medium was
shifted to differentiation medium: DMEM containing 4% horse
serum (HS; PAA Laboratories), 0.5% Ultroser-G (Pall Biosepra,
Villeneuve-La Garenne, France) and antibiotics. In some
experiments, cells were treated with 20 pg/ml of recombinant
EMMPRIN (recEMMPRIN), an affinity-purified Flag-tag protein
consisting of the extracellular domain of human EMMPRIN
expressed in mammalian cells (Gabison et al.,, 2005b) and/or with
5 M of the broad-spectrum MMP inhibitor marimastat (generous
gift from British Biotech, Oxford, UK) as specified in figure legends.
Cultures were continued in differentiation medium for 48 h before
protein extraction. Differentiation was followed morphologically
using phase-contrast microscopy.

Primary cultures of myoblasts derived from satellite cells of adult
rat skeletal muscles were obtained as previously described (Lagord
et al., 1993). Briefly, satellite cells were dissociated with pronase
(Sigma—Aldrich, St-Quentin Fallavier, France) from limb muscles of
8-week-old Wistar rats. Cells were seeded at 2,000 cells/em? in
DMEM supplemented with 10% FCS, 10% HS, and antibiotics on
gelatin-coated Petri dishes (lwaki, ATGC, Marne la Vallée, France).
Medium was renewed every 3 days. After 67 days of culture in this
medium cells started to differentiate into myotube phenotype.

Small interfering RNA transfection

The day before transfection, C2.7 cells were seeded in 6-well plates
at 20,000 cellsicm? in proliferation medium. Then, cells were
transfected with 100nM of EMMPRIN small interfering RNA
(siRNA; Applied Biosystems, Courtaboeuf, France, ID #: 160898
and 160899) or scramble siRNA (BLOCK-iT fluorescent oligo;
Invitrogen) using oligofectamine transfection reagent in OptiMEM |
(Invitrogen) in the absence of FCS and antibiotics according to the
manufacturer’s instructions. Five hours after transfection, the cells
were transferred to DMEM 20% FCS and incubated for a further
I8 h and then maintained in differentiation medium for 48 h prior to
protein and mRNA analysis.

JOURNAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY

Cell proliferation

Proliferation was assayed using a colorimetric test with the
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT; Sigma-Aldrich, Lyon, France). Cells were plated at a density
of 2,000 cells/em? in 96-well flat-bottomed plate. After siRNA
transfection as described above, proliferation was measured at 24
and 48 h. MTT solution was added to each well and plates were
incubated at 37°C for further 3h. Then cells were lysed and the
formazan product was dissolved for 5 min in isopropyl alcohol and
the absorbance was determined at 570 nm using a plate reader.

mRNA isolation and RT-PCR

Total mRNA was extracted from the cells with Trizol reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. cDNA
was synthesized from | j1g of total mMRNA using random hexamer
primers and reverse transcriptase (SuperScript Il RNase H;
Invitrogen) in a final volume of 20 pl. Three microliters of the
resulting cDNA was submitted to PCR amplification using a Gene
Amp 96000 system (Perkin—Elmer Applied Biosystems, Les Ullis,
France) in a final volume of 50 pl. Primers were as follows:
EMMPRIN detection, 5'-CGCTGGCCTTCACGCTCTTGA-3'
(forward) and 5'-TTGCGGTCTGGGTCACTGCT-3' (reverse);
troponin T detection, 5'-GGCAGAAGATGAGGAAGCGG-3'
(forward) and 5'-TTGCTCAGCTCTCTCTGCGC-3' (reverse);
and TFIID detection, 5'-AGTGAAGAACAGTCCAGACTG-3'
(forward) and 5'-CCAGGAAATAACTCGGCTCAT-3' (reverse).
After 5min at 94°C, the following number of cycles was used: 37
cycles for EMMPRIN, 30 cycles for troponin T and TFIID. Each cycle
included denaturation at 94°C for | min, annealing at 66°C (for
EMMPRIN) or at 62°C (for troponin T) or at 60°C (TFIID) for

| min, and primer extension at 72°C for | min. RT-PCR products
were subjected to electrophoresis on 2% (w/v) agarose gels
containing 0.5 mg/ml ethidium bromide. Gels were photographed
using a Chimigenius system (Syngene, Cambridge, UK) and band
intensities were quantified by densitometry analysis using Image)
software (NIH, Bethesda, MD).

Protein extraction

Cells were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl,
5mM EDTA, 0.1% SDS, 0.5% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate),
supplemented with 1/100 Protease Inhibitor Cocktail Set V
(Calbiochem, VWR International, Strasbourg, France). After
centrifugation at |3,000g for 5min at 4"C and protein
determination using the Pierce BCA Protein Assay kit (Perbio
Science, Brebiéres, France), protein extracts were analyzed by
Western blot and gelatin zymography or for TGF quantification.

Western blot analysis

Protein extracts were analyzed by Laemmli SDS-PAGE (Bio-Rad,
Marne la Coquette, France) on 10% gels and then transferred to
Immobilon-P PYDF membrane (Millipore, Guyancourt, France).
Membranes were immunoblotted with either anti-EMMPRIN pAb
(1/3,000, Ref. G-19; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germany), anti-troponin T mAb (1/1,000, clone JLT-12; Sigma—
Aldrich), anti-phospho-Smad2 pAb (1/1,000, Ref. AB3849;
Millipore), or anti-Smad2/3 pAb (1/1,000, Ref. 07-408; Millipore)
overnight at 4" C, followed by | h incubation at room temperature
with horseradish-peroxidase-conjugated anti-mouse, anti-rabbit,
or anti-goat antibody and visualized with BM Chemiluminescence
Substrate (Roche Diagnostics, Meylan, France). Protein loading was
verified by Ponceau S staining since the classical housekeeping
proteins like c-tubulin, GAPDH, or B-actin co-migrate with our
proteins of interest.

Gelatin zymography

MMP-2 and MMP-9 were evaluated by zymography analysis of the
protein extracts in |0% polyacrylamide gels containing | mg/ml
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gelatin, as previously described (Fridman et al., 1995). Band
intensities were quantified by densitometry analysis using Image)
software.

TGFp quantification

Total and active TGF3 contents in the conditioned medium
recovered at different times of differentiation (indicated in figure
legends) were measured by ELISA kits (R&D Systems Europe, Lille,
France) according to the manufacturer's protocol. Total TGF[3 was
evaluated after acidic treatment of the extract. TGF[3 valuesin each
medium sample were expressed relative to the protein content of
the corresponding cells.

Luciferase assay

C2.7 cells were transfected in 6-well plates using Fugene 6 reagent
(Roche Diagnostics) with | g of the pGL-(CAGA), reporter
construct (Dennler et al., 1998) which contains SMAD binding
elements. Twenty-four hours after transfection, luciferase activity
was determined with the luciferase assay system kit (Promega,
Charbonniéres-les-bains, France) using a Wallac microbeta
counter (Perkin—Elmer). Promoter activity is expressed as relative
luminescence units (RLU) per milligram of protein.

Statistical analysis

Data are expressed as mean -+ standard deviation and were
statistically compared with Student’s t-test using GraphPad
software (San Diego, CA). Significant differences were determined
at “'P<0.001, P <0.01, and P < 0.05.

Results
EMMPRIN and MMPs expression during myoblast
differentiation

The mouse C2.7 myogenic cell line was made to differentiate
and fuse into multinucleated myotubes by shifting the cell
cultures to low serum-containing medium (Fig. | A, upper part).
Using immunofluorescence labeling, EMMPRIN could be
observed both in myoblasts and myotubes (Fig. | A, lower part).
However, Western blot analyses have shown changes in both
its level and molecular forms during differentiation. At day 0,
prior to differentiation, EMMPRIN appeared as a doublet at
approximately 45 kDa, representing a higher glycosylated
forms (Fig. |B). This is somewhat smaller than the 50-60 kDa
generally reported for other tissues. The smaller molecular
weight of EMMPRIN observed in C2.7 cells seems to represent
a specificity of the muscle tissue as was shown by comparing the
electrophoretic migration of EMMPRIN derived from different
cell types and tissues (see Supplementary Data). The differences
often observed in EMMPRIN molecular weight is generally
thought to reflect different levels of glycosylation (Riethdorf
et al, 2006; Zheng et al., 2006) and/or protein structure
(Kanekura etal., 1991). During C2.7 differentiation, the 45 kDa
EMMPRIN band observed by Western blot progressively
decreased with the gradual appearance of intense bands of
smaller molecular weight forms (days 2 and 3). These bands
which became predominantare thought to be the hypo- or non-
glycosylated forms of EMMPRIN (Yu et al., 2006). EMMPRIN
mRNA measurements revealed an initial decrease at day |,
followed by a gradual increase reaching at day 3 a level
approximately eight times that of day I, although only slightly
higher than at day 0 (Fig. 1C). It is not clear why EMMPRIN
mRNA decreases after the medium shift at day |. It may
represent a response to serum depletion, as serum was shown
to stimulate EMMPRIN expression (Huet et al., 2008b).
Zymography analysis of the cellular extracts shows that while
pro-MMP-9 was the predominant gelatinase in proliferating
myoblasts (day 0), its level diminished after medium shift (day )
with a parallel increase in both pro-MMP-2 and active MMP-2
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(Fig. IB). Cell differentiation was attested in these experiments
by morphological observations and by the increase at both
protein (Fig. 1B) and mRNA, (Fig. | C) levels of troponin T, a late
marker of myoblast differentiation. The different bands of
troponin T evidenced after RT-PCR by agarose gel
electrophoresis represent the different isoforms of the protein.

In order to confirm that the regulation of EMMPRIN and
MMPs observed in the mouse C2.7 cell line, which are
immortalized cells, is representative of myogenic
differentiation, we conducted similar experiments on rat
primary myoblasts derived from satellite cells (Fig. 2). These
primary cultures were allowed to differentiate in the regular
culture medium used (10% FCS and 10% HS). First myotubes
appeared at day 6 after seeding and the progression of the
differentiation was attested by the increase in troponin T
expression. After 10 days in culture, numerous myotubes could
be seen (Fig. 2A, upper part), which at this point contracted
spontaneously. As was observed for C2.7 cells, EMMPRIN
expression increased in rat primary myoblasts upon
differentiation. This increase was more particularly noted with
the low molecular forms of the protein (Fig. 2B). Also, similar to
the C2.7 cells, pro-MMP-9 decreased upon differentiation of rat
myoblasts whereas both pro-MMP-2 and MMP-2 increased
(Fig. 2B). The similar regulation observed for EMMPRIN and
MMPs in both mouse cell line and rat primary cells suggests a
common pattern that characterizes the myogenic process. The
following experiments were performed using the mouse C2.7
myogenic cell line.

EMMPRIN regulates myogenic cell differentiation in an
MMP-dependent mechanism

In order to determine EMMPRIN's function in cell
differentiation, its expression was first down-regulated using
siRNA strategy (Fig. 3). Two different siRNAs were used and
both reduced EMMPRIN protein (Fig. 3A) and mRMNA (Fig. 3B)
levels to about 40% and 80%, respectively. The difference in
down-regulation of the protein relative to the mRNA may
reflect a slow turnover of this protein in muscle cells as was
already shown with other muscle proteins (Pietri-Rouxel et al,,
2010). Gelatin zymography analysis showed a reduced level of
both pro-MMP-9 and MMP-2 in the siRNA-treated cells

(Fig. 3A). EMMPRIN down-regulation resulted in an accelerated
cell differentiation (Fig. 3C). Morphologically, 48 h after medium
shift, more myotubes were seen in the siRNA-treated cultures
compared to control. This increased differentiation was also
confirmed by the higher levels of both the protein (Fig. 3A) and
the mRNA of troponin T (Fig. 3B). Interestingly, down-
regulation of EMMPRIN by siRNA transfection resulted, after
48h, in a 15-25% inhibition in cell proliferation compared to
controls (Fig. 3D). This may suggest that EMMPRIN down-
regulation favors cell cycle withdrawal, a necessary step to
fusion and differentiation of myoblasts.

Reciprocally, myoblast differentiation was delayed when cells
were treated with recombinant EMMPRIN (recEMMPRIN)
(Fig. 4, see control vs. recEMMPRIN-treated cells). As a control,
the activity of the recEMMPRIN was checked by its effect on
MMPs by zymography and revealed a greater increase of MMP-2
in these cells (not shown).

Altogether these results suggest that EMMPRIN acts as a
negative regulator of myogenesis.

The implication of MMPs in the regulation of myogenesis by
EMMPRIN was examined by adding to these cultures
marimastat, a broad-spectrum MMP inhibitor. When myoblasts
were treated with marimastat alone, their differentiation was
greatly accelerated as evidenced both morphologically and by
the increased troponin T levels (Fig. 4A,B). When marimastat
was added to the recEMMPRIN-treated cells, it abrogated
EMMPRIN’s effect and allowed an enhancement of cell
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Fig. I. EMMPRIN and MMPs expression during myogemc cell differentiation. Sub-confluent cultures of the mouse C2.7 myoblast cell line (day 0)
were allowed to differentiate for 3 days (days |, 2, and 3) in DMEM supplemented with 4% HS and 0.5% Ultroser-G. A Upper part: Phase-contrast
mlcroscopy of myoblasts (day 0) and rnyotubes (day 3) cultures. Lower part: EMMPRIN was evidenced by imn ence at the same time

points. B: EMMPRIN and MMPs expressions were determined by Western blot and zymography analysis, respectlvely, from day 0 (myoblasts) to
day 3 after the medium was shift to differentiation medium. Differentiation was demonstrated by troponin T expression. Ponceau S wasused as the
loading control. C: RT-PCR analysis for EMMPRIN and troponin T mRNA levels during differentiation. TFIID was used as an internal control.
Columns represent mean ofquanutatlve change expressed relatively to TFIID * SD (n = 3). ***P<0.001, *P < 0.05, significant difference. Results
are from at least three different experiments. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

differentiation, like in the marimastat alone treated cells EMMPRIN modulates myogenesis through an

(Fig. 4A). This underscores the role of MMP activity in MMP-dependent TGFf} activation

EMMPRIN's effect on cell differentiation. Hence, EMMPRIN

appears to act as a negative regulator of myogenesis through an In order to define the mechanism by which EMMPRIN controls
MMP-dependent mechanism. myogenesis, we next examined the effect of EMMPRIN on
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Fig. 2. EMMPRIN and MMPs expression during differentiation of rat
primary myoblasts. Rat satellite cells were dissociated from limb
muscles of 8-week-old Wistar rat. Cells were grown continuously in
DMEM containing 10% FCS and 10% HS. In this medium, myoblasts
started to differentiate after day é of culture. Cultures showing
increasing amount of myotubes were maintained up to day 10 after
seeding. A: Upper part: phase-contrast microscopy views at day 4
(myoblasts) and day 10 after seeding (myotubes). Lower part:
Western blot analysis of troponin T from day é to day |10 after seeding.
Ponceau S was used as the loading control. B: EMMPRIN and MMPs
expressions were determined by Western blot and zymography
analysis, respectively, from day 6 to day 10 after seeding. Ponceau S
was used as the loading control. Results are from at least three
different experiments.

TGFp activation since it is a well-known inhibitor of myogenic
differentiation and it can be activated by MMPs (Dangelo et al.,
2001; Karsdal etal., 2002; Wang etal., 2006). For this, cells were
treated with recEMMPRIN in the absence or presence of
marimastat. Activation of TGF3 was determined by ELISA
measurements and by following downstream TGF[3 signaling
events: namely, Smad2 phosphorylation and luciferase TGFf3-
Smad-driven gene transactivation.

ELISA measurements show that the presence of
recEMMPRIN, which inhibits myoblast differentiation, lead to a
more than twofold increase in the percentage of activated
TGFp in the culture medium compared to untreated cells
(Fig. 5A). By contrast, the presence of marimastat, which
inhibits MMPs activity and stimulates cell differentiation,
reduced significantly the proportion of activated TGF[3
(Fig. 5A). Furthermore, the presence of marimastat
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simultaneously with recEMMPRIN, which alone induced MMPs
expression and inhibited cell differentiation, abrogated
recEMMPRIN-enhanced TGF[ activation.

Accordingly, TGFj activation shown by the above ELISA
measurements resulted in a modification in TGF3 downstream
signaling pathway. RecEMMPRIN treatment of the cells induced
an increase in Smad2 phosphorylation, which was prevented by
the simultaneous presence of marimastat (Fig. 5B). As a second
approach, we determined the effect of recEMMPRIN and/or
marimastat on TGFpB-Smad-driven gene transactivation in cells
transfected with the artificial (CAGA)s-lux reporter construct.
This construct allows monitoring Smad3/Smad4-specific
transcription of the luciferase reporter gene in response to
active TGF3. RecEMMPRIN treatment alone increased
luciferase activity. This effect was abrogated by the
simultaneous presence of marimastat (Fig. 5C). Altogether,
these results suggest that EMMPRIN regulates myogenic
differentiation through an MMP-dependent activation of TGFp.

Discussion

Although the implication of EMMPRIN/CD 47 as a chaperone
for MCT in skeletal muscle cells has been already reported (Juel
and Halestrap, 1999; Kirk et al., 2000; Nakai et al., 2006),
curiously the most studied function of EMMPRIN as an MMP
inducer has not yet been explored in muscle cells. The present
study demonstrates a role for EMMPRIN in the control of
myogenesis through the regulation of MMPs.

The results presented suggest that EMMPRIN inhibits
myoblast differentiation by a mechanism involving MMP-
dependent TGFf activation. TGF members are generally
taken as potent inhibitors of myogenic cells fusion (Massague
et al,, 1986; Olson et al., 1986). TGFp which is synthesized
and secreted as a latent cytokine can be activated by several
MMPs, thus suggesting a negative effect of MMPs in myoblasts
differentiation. Increased expression of MMPs, in particular
MMP-9, in skeletal muscle has been demonstrated in patients
and animal models of muscle wasting diseases such as Duchenne
muscular dystrophy (Carmeli et al., 2004). Furthermore,
inhibition of MMP-9 was shown to improve skeletal muscle
regeneration in muscular dystrophy (Li etal., 2009). By inducing
MMP production, our results place EMMPRIN upstream of
MMP action which in turn represents a key actor in the
regulation of myogenesis. VWWe cannot exclude, however, an
additional effect of EMMPRIN-induced MMPs on other
regulators of myoblasts differentiation.

EMMPRIN expression was similarly regulated during
myogenesis of both rat primary myoblasts and mouse C2.7
cells, reinforcing the role of this protein in the regulation of the
myogenic process. The most striking change during
differentiation was noted in the molecular forms of EMMPRIN,
gradually shifting from high molecular of about 45 kDa before
differentiation to around 30 kDa in myotubes. Different
molecular forms of EMMPRIN have already been described in
various types of cells including tumor cells and were shown to
result from different extent of glycosylation of the molecule
(Riethdorf et al., 2006; Zheng et al., 2006). The higher
glycosylated forms have been largely attributed to a greater
ability to induce MMPs (Sun and Hemler, 2001; Sluijter et al.,
2006) although this was disputed recently (Belton et al., 2008).
The similar changes in the molecular forms of EMMPRIN
observed in both myogenic cell types during the in vitro
myoblast differentiation suggest an additional post-
transcriptional level of regulation of the protein during this
physiological process. Low glycosylated molecular form of
EMMPRIN may result from its association with caveolin- | as the
localization of EMMPRIN in the caveolae was shown to inhibit
EMMPRIN glycosylation (Tang et al., 2004). Interestingly, the
expression of caveolin-1 which is low in growing myoblasts is
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Fig. 3. Silencing EMMPRIN expression by siRNA lerates myogenic cell differentiation. Mouse C2.7 cells were transfected with two different

EMMPRIN siRNA (siRNAI and siRNA2) or scrambled siRNA (siRNAc), at 100 nmol/L concentration as described in the Materials and Methods
Section. DMEM supplemented with 4% HS and 0.5% Ultroser-G was used to induce differentiation. Cultures were analyzed 48 h after. A: Expression
levelsfor EMMPRIN and MMPs determined by Western blot and zymography analysis, respectively. Differentiation was demonstrated by troponin
T expression. Ponceau S was used as the loading control. Representative blots of several different experiments are shown. B: RT-PCR analysis for
EMMPRIN and troponin T mRNA levels in differentiated cells. TFIID was used as an internal control. Columns represent mean of quantitative
change expressed relatively to TFIID £ SD (n = 3). C: Phase-contrast microscopy views of control and C2.7 transfected with siRNAs. Results are
representative of at Ieast three different experiments. D: Effect of EMMPRIN siRNA on C2.7 myoblast proliferation. Cells were seeded at low
density (2,000 cells/cm?) on day 0 and at day |, cultures were transfected with siRNA for 24 and 48 h. Cell growth was measured using the MTT test.
Results are mean + SD (n = 8). Statistical analysns ***P<0.001, **P<0.01, “P<0.05, significant difference.

up-regulated in differentiated myotubes and parallels the tempting to speculate that different forms may regulate
appearance of the low molecular weight EMMPRIN forms different MMPs. Indeed, while both MMP-9 and MMP-2 are
(Volonte et al., 2005). Although the functional significance of known to be regulated by EMMPRIN, the appearance of lower
these changes in molecular forms is difficult to interpret, it is molecular forms paralleled an increase in MMP-2 but a decrease
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Fig. 4. Myoblast differentiation is inhibited by recombinant
EMMPRIN in an MMP-dependent manner. Sub-confluent cultures of
the mouse C1.7 myogenic cell line were allowed to differentiate for
3 days in DMEM supplemented with 4% HS and 0.5% Ultroser-G in the
absence or presence of 20 pg/iml recombinant EMMPRIN
(recEMMPRIN) and/or 5 pM marimastat. A: Effect of treatments on
cell differentiation was evidenced morphologically by phase-contrast
microscopy. B: Western blot lysis for troponin T expr .
Ponceau S was used as the loading control. Results are representative
of at least three different experiments.

in MMP-9. Such a correlation between high and low EMMPRIN
molecular weight species and MMP-9 and MMP-2 up-regulation,
respectively, has been previously suggested in a study on the
carotid with atherosclerosis lesions (Sluijter et al., 2006). Our
observations are in accord with the notion that the non- or
hypo-glycosylated EMMPRIN can also induce MMPs expression
or other regulators of myogenesis (Belton et al., 2008; Chen
et al., 2009). However, the relationship between low or non-
glycosylated forms of EMMPRIN and control of myogenesis is
not yet fully understood and needs further studies.

Both MMP-9 and MMP-2 have been already observed in
regenerating muscles in vivo (Kherif et al., 1999; Zimowska
et al., 2008), but their precise role is still controversial. MMP-9
was generally associated with myoblast migration and
proliferation (El Fahime et al., 2000; Lewis et al., 2000; Allen
et al., 2003; Fukushima et al., 2007; Yanagiuchi et al., 2009),
whereas MMP-2is thought to play a role in the differentiation of
myoblast (Lluri and Jaworski, 2005). The role of these MMPs in
muscle formation and in regenerating muscles was assumed
mainly on the basis of their expression or activity in myoblast
(Couch and Strittmatter, 1983; Guerin and Holland, 1995;
Kherif et al., 1999; Carmeli et al., 2004). Our results showing
that the addition of the broad-spectrum MMP inhibitor
marimastat accelerated myotube formation seems to
contradict those observations. Nevertheless, our results are in
accord with the published observation showing that MMP-9
inhibition improved skeletal muscle regeneration (Li et al,,
2009). However, myoblasts isolated from TIMP-2 knockout
mice and differentiating in HS containing medium were shown
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Fig. 5. EMMPRIN increase TGF[} activation during myogenic cell

differentiation through an MMP-dependent mechanism. Sub-
confluent cultures of the mouse C2.7 myogenic cell line were allowed
to differentiate for 3 days in DMEM supplemented with 4% HS and
0.5% Ultroser-G in the absence or presence of 20 pg/ml recombinant
EMMPRIN (recEMMPRIN) and/or 5 pM marimastat. A: Activation of
TGF[} was determined in conditioned medium by ELISA
measurements as described in the Materials and Methods Section.
Columns represent percentage mean of active TGFf} expressed
relatively to total TGFp * SD (n = 3). **P<0.01, *P <0.05, significant
difference. B: Smad2 phosphorylation (p-Smad2), due to a TGFp
signaling activity, was evidenced by Western blot analysis. Smad2 was
used as the loading control. Columns represent mean of p-Smad2
quantitative change expressed relatively to total Smad2 £ SD (n=3).
**p<0.01, *P<0.05, significant difference. C: Prior to treatment with
recEMMPRIN and/or marimastat, cells were transfected with the
artificial (CAGA)s-lux reporter construct. Smad3/Smad4-specific
transcription of the luciferase reporter gene in response to active
TGF[} was rr ed by r of luciferase activity as
described in the Materials and Methods Section, Data were
normalized to untreated cells and results are given as the mean £ SD
(n=13). **p<0.01, *P<0.05, significant difference.

147

239



148

MOHAMED ET AL.

to form larger myotubes than the wild-type cells (Lluri et al,
2008). This apparent contradiction could be reconciled with the
complex role of TIMP-2 in the regulation of MMP activity and in
particular in that of MMP-2. Indeed, TIMP-2 serves both as an
inhibitor of MMP-2 and as its activator by forming a functional
part of the pro-MMP-2/MT|-MMP/TIMP-2 activating complex
(Goldberg et al., 2003; Visse and Nagase, 2003).

These novel findings demonstrating an MMP-dependent
negative regulation of EMMPRIN on myogenesis may have
practical implications. In several neuromuscular disorders,
MMPs have a deleterious role. In Duchenne muscular
dystrophy, accumulating evidence suggests that ECM
degradation and fibrosis, both physiological processes involving
MMPs and TGFp, are implicated and aggravate disease
progression. MMPs have been also implicated in the
pathogenesis of other diseases such as inflammatory
myopathies or congenital dystrophies. EMMPRIN inhibition
which would reduce MMP production and inhibit TGF3
activation may thus represent promising new therapeutic
approaches in these pathologies.
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