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Dis cl o s u r e s : N O N E
I N T R O D U C TI O N: T h e t e n d o n e nt h e si s i s e s s e nti al f or tr a n s mi s si o n of m u s cl e l o a d s t o t h e s k el et o n, a n d it s m at ur ati o n t a k e s pl a c e d uri n g p o st n at al gr o wt h  
c o n c o mit a nt wit h i n d e p e n d e nt m o bilit y .1  T h e e nt h e si s m ai nt ai n s a h y p o xi c mi cr o e n vir o n m e nt d uri n g p o st n at al gr o wt h 2  a n d it s m at ur ati o n i s m ar k e d b y t h e 
e st a blis h m e nt of Gli 1 + fi br o c h o n dr o c yt e s. 3  W hil e h y p o xi a i s e s s e nti al f or e m br y o ni c d e v el o p m e nt, it s r ol e d uri n g  p o st n at al  e nt h e sis m at ur ati o n i s n ot w ell 
u n d er st o o d.  R e c e ntl y, w e h a v e s h o w n t h at t h e p o st n at al e nt h e sis r eli e s o n  h y p o xi a i n d u ci bl e f a ct or -1 a ( Hif 1 a ) t o f or m a fi br o c artil a g e i nt erf a c e b et w e e n 
t e n d o n a n d b o n e.2  S p e cifi c all y, t e n d o n a n d e nt h e si s pr o g e nit or s w hi c h c o n stit uti v el y l a c k e x pr e s si o n of Hif 1 a e x hi bit pr of o u n d f o c al c ell d e at h  a n d 
e xtr a c ell ul ar m atri x disr u pti o n, l e a di n g t o si g nifi c a nt i m p air m e nt s i n e nt h e si s str u ct ur e a n d f u n cti o n. 2  Y et , if a n d h o w Hif 1 a r e g ul at e s m ai nt e n a n c e of 
e nt h e sis  pr o g e nit or s  i s n ot w ell k n o w n. We st u di e d  t h e eff e ct of Hif 1 a g ai n -of -f u n cti o n ( G O F) i n S c x + e nt h e si s pr o g e nit or s a s w ell a s  i n d u ci bl e l o s s-of -
f u n cti o n ( L O F) i n Gli 1 + fi br o c h o n dr o c yt e s i n vi v o t o i d e ntif y t h e criti c al ti mi n g a n d c ell-d e p e n d e nt r ol e of Hif 1 a d uri n g p o st n at al e nt h e si s m at ur ati o n.  
M E T H O D S:  All pr o c e d ur e s w er e a p pr o v e d b y t h e U nit f or L a b or at or y A ni m al M e di ci n e at t h e U ni v er sit y of Mi c hi g a n. T o e st a bli s h t h e ti m e c o ur s e f or 
Gli 1 Cr e E R T 2 e x pr e s si o n i n t h e p o st n at al A c hill e s e nt h e sis, w e cr o s s e d h o m o z y g o u s r e p ort er mi c e wit h t h e N u T R A P all el e ( N u cl e ar t a g gi n g a n d Tr a n sl ati n g 
Ri b o s o m e Affi nit y P urifi c ati o n ) wit h Gli 1-Cr e E R T 2 mi c e. P u p s w er e i nj e ct e d s u b c ut a n e o u sl y wit h t a m o xif e n  ( T a m) (7 5 m g/ k g; i n  c or n oil) at p o st n at al d a y 
( P) 4, P 7, a n d P 1 4. T h e pr e s e n c e of t h e  N u T R A P all el e all o w s f or Cr e -m e di at e d e x pr e s si o n of  m C h err y  (m R A N G A P 1 , t o l a b el n u cl e u s ) a n d E G F P  (L 1 0 a, t o 
l a b el p ol y s o m e s) 4 . W e  g e n er at e d Hif 1 a c o n diti o n al k n o c k o ut mi c e  (Hif 1 c K O, i n d u ci bl e: Hif 1 a fl/fl; Gli 1 Cr e E R T 2 )5, 6  b y br e e di n g Hif 1 a fl/fl; Gli 1 Cr e E R T 2 m al e 
sir e s t o Hif 1 a fl/fl f e m al e s. P u p s w er e i nj e ct e d wit h a si n gl e d o s e of T a m i n c or n oil s u b c ut a n e o u sl y at eit h er 
P 7 or P 1 4. W e al s o g e n er at e d Hif 1 a o v er e x pr e s si o n mi c e  (HI F 1 d P A -S c x Cr e) b y g e n er ati n g 
Hif 1 d P A; S c x Cr e + h et er o z y g o u s m al e sir e s wit h Hif 1 d P A f e m al e s. T h e Hif 1 d P A m o u s e h ar b or s a 
h e m a g gl uti ni n ( H A) -t a g g e d h u m a n HI F 1 A  ( h y p o xi a i n d u ci bl e f a ct or 1, al p h a s u b u nit; HI F 1 α) 7 ; t hi s G O F  
i n s erti o n i n cl u d e s a lo x P -fl a n k e d n e o m y ci n r e sist a n c e c a s s ett e f oll o w e d b y h e m a g gl uti ni n -t a g g e d h u m a n 
HI F 1 A c D N A m o difi e d wit h t w o pr oli n e t o al a ni n e s u b s tit uti o n s ( P 4 0 2 A, P 5 6 4 A) t h at e v a d e d e gr a d ati o n 
i n t h e m o u s e c yt o pl a s m. Mi c e w er e m ai nt ai n e d  o n mi x e d C 5 7 B L/ 6 J/; F V B/ N J b a c k gr o u n d ( n ≥ 
3/ s e x/ g e n ot y p e ). C o ntr ol mi c e i n cl u d e d S c x Cr e + h et er o z y g o u s fl o x e d mi c e ( Cr e + c o ntr ol) a s w ell a s C r e-
n e g ati v e fl o x e d mi c e ( C o ntr ol s f or S c x Cr e a n d Gli 1 Cr e E R T 2 str ai n s ). At P 2 8,  Hif 1 d P A a n d C o ntr ol  mi c e 
w er e w ei g h e d a n d a s s e s s e d f or f or eli m b gri p str e n gt h ( Bi o s e b, Pi n ell a s P ar k, F L). F or li n e a g e tr a ci n g, all 
m i c e w er e e ut h a ni z e d at P 2 1 . All Hif 1 d P A -S c x Cr e  a n d litt er m at e c o ntr ol mi c e  w er e e ut h a ni z e d at P 5 6. 
Hif 1 c K O a n d C o ntr ol mi c e w er e e ut h a ni z e d at P 2 1 (f or t h e P 1 4 T a m d o si n g gr o u p o nl y, n = 2 p er 
g e n ot y p e)  or P 5 6 (f or b ot h P 7  [ n = 1 c K O a n d n = 1 C o ntr ol ] a n d P 1 4  [ n = 3 c K O a n d n = 5 C o ntr ols ] T a m 
d o si n g gr o u p s) . Mi c e w er e  w ei g h e d  aft er e ut h a n a si a  a n d  r a di o gr a p h s w er e o bt ai n e d u si n g di git al X -r a y 
(K u bt e c X p er 4 0 ). Dist al hi n dli m b s fr o m all mi c e w er e  s ki n n e d a n d  fi x e d i n 4 % p ar af or m al d e h y d e f or 2 4-
4 8 hr aft er dis s e cti o n f oll o w e d b y d e c al cifi c ati o n  u si n g 1 4 % et h yl e n e d i a mi n e-t etr a a c eti c a ci d ( E D T A). F or 

li n e a g e tr a ci n g, A c hill e s e nt h e s e s  w er e  s e cti o n e d f oll o wi n g cr y o -e m b e d di n g at 1 4 µ m t hi c k n e s s a n d 
i m a g e d u si n g a N i k o n E cli p s e Ni E 8 0 0 wit h D S -Ri 2 c a m er a . Hif 1 c K O, Hif 1 d P A, a n d c o ntr ol e nt h e s e s  
w er e p ar affi n  e m b e d d e d a n d s e cti o n e d at  7 µ m t hi c k n e s s. S li d e s w er e a l so st ai n e d u si n g H & E or Sil v er 
st ai n  a n d e nt h e si s ar e a w a s m e a s ur e d u si n g I m a g e J/ FI JI 8  (f or C o ntr ol a n d HI F1 d P A s e cti o n s  o nl y) . 
T er mi n al d e o x y n u cl e oti d yl tr a n sf er a s e d U T P ni c k e n d l a b eli n g  ( T U N E L) w a s u s e d t o i d e ntif y c ell  d e at h  
(f or Hif 1 c K O a n d C o ntr ol  e nt h e s e s at P 2 1 or  P 5 6 ; aft er  P 1 4 T a m i nj e cti o n s o nl y) .    
R E S U L T S:  Li n e a g e tr a ci n g at P 4 , P 7 , a n d  P 1 4  ( Fi g 1) all  s h o w e d eff e cti v e  l a b eli n g of r e si d e nt c ells of t h e 
A c hill e s t e n d o n e nt h e sis  w h e n u si n g N u T R A P;  Gli 1 Cr e E R T 2.  All t hr e e ti m e p oi nt s l a b el e d t h e s e c o n d ar y 
o s sifi c ati o n c e nt er, gr o wt h pl at e, a n d e nt h e sis . In d u ci bl e Hif 1 a  L O F  i n Gli 1 + c ell s at P 1 4 di d n ot aff e ct  
t h e m or p h ol o g y or c ell vi a bilit y of t h e p o st n at al e nt h e si s  c o m p ar e d t o Cr e - c o n tr ol s ( d at a n ot s h o w n). 
H o w e v er, s k el et al d ef e cts , i n cl u di n g s h ort e n e d ti bi ae a n d arti c ul ar j oi nt ( e. g., k n e e) d ef or miti e s,  w er e 
pr o mi n e nt i n  a d ult  ( P 5 6) Hif 1 c K O mi c e aft er T a m d eli v er y at eit h er P 7 or P 1 4  ( Fi g 2). N o  si g nifi c a nt  
diff er e n c e  i n w ei g ht w a s  m e a s ur e d b et w e e n C o ntr ol a n d Hif 1 c K O mi c e ( Fi g 2) . Ov er e x pr e s si o n of 
Hif 1 a i n S c x Cr e pr o g e nit or s ( Hif 1 d P A) l e d t o i n cr e a s e d e nt h e sis ar e a at P 5 6 c o m p ar e d t o c o ntr ol s ( Fi g 
3)  wit h n o n ot a bl e s k el et al d ef or miti e s  o n X -r a y a n d n o diff er e n c e i n gri p str e n gt h ( d at a n ot s h o w n).  
DI S C U S SI O N:  HI F 1 A  i s a cr u ci al tr a n s cri pti o n f a ct or t h at m e di a t e s c ell ul ar r e s p o n s e s, i n cl u din g 
s ur vi v al,  u n d er  h y p o xi c c o n di ti o n s. In t hi s st u d y , w e f o u n d t h at in d u ci bl e Hif 1 a  L O F  r e s ult e d i n 
i m p air e d b o n e el o n g ati o n. Pr e vi o u sl y , w e s h o w e d c o n stit uti v e Hif 1 a  LO F (S c x Cr e) l e d t o si g nifi c a nt  
e nt h e sis d ef or miti e s i n cl u di n g c ell d e at h. 2  Unli k e  t hi s c o n stit uti v e L O F  m o d el , w e di d n ot o b s er v e 
i n cr e a s e d c ell d e at h w h e n i n du c e d  k n o c k e d d o w n  of Hif 1 a  at P 1 4  i n e nt h e sis -pr o g e nit or  Gli 1 + c ells . 
C urr e nt e x p eri m e nt s ar e m e a s uri n g c ell d e at h f oll o wi n g i n du ci bl e L O F  of H if 1 a at P 7 . We h a v e 
pr e vi o u sl y s h o w n t h e e nt h e sis i s h y p o xi c d uri n g p o st n at al gr o wt h2 , a n d c o n stit uti v e o v er e x pr e s si o n of 
HI F 1 A  l e d t o a n e n l ar g ed e nt h e sis , s u g g e sti n g a p ot e nti al e x p a n si o n of e nt h e si s pr o g e nit or s i n  
r e s p o n s e t o s u st ai n e d HI F 1A . T hi s e x p a n si o n m a y  b e a s s o ci at e d wit h  i n cr e a s e d v a s c ul ari z ati o n, w hi c h 
w e ar e c urr e ntl y i n v e sti g ati n g. F ut ur e  w or k  will st u d y  h o w st a bl e e x pr e s si o n of H I F1 A i nfl ue n c e s 
e nt h e sis v a s c ul at ur e a s w ell a s t e n d o n/ e nt h e si s h e ali n g f oll o wi n g i nj ur y.  
SI G NI FI C A N C E / C LI NI C A L R E L E V A N C E : U n d er st a n di n g t h e r ol e of Hif 1 a d uri n g e nt h e sis 
m at ur ati o n will  h el p i nf or m t h e u s e of HI F -t ar g eti n g t h er a p e uti c s f or tr e at m e nt of 
di s e a s e d t e n d o n att a c h m e nt s t hr o u g h o ut t h e lif e s p a n.  
R E F E R E N C E S:  1. Killi a n, S e m C ell D e v Bi o, 2 0 2 2; 2. T at a et a l., O R S 2 0 2 2; 3. 
S c h w art z et al., D e v, 2 0 1 5; 4. C h e n et al. C ell, 2 0 1 7; 5. R y a n et al., C a n c er R e s. 
2 0 0 0; 6. A h n a n d J o y n er, C ell, 2 0 0 4; 7. Ki m et al., E M B O J, 2 0 0 6; 8. S c hi n dl ei n et 
al. N at M et h o d s 2 0 1 2.  
A C K N O W L E D G E M E N T S:  Mi c hi g a n I nt e gr ati v e M u s c ul o s k el et al H e alt h C or e 
C e nt er ( P 3 0 A R 0 6 9 6 2 0), R 0 1 ( A R 0 7 9 3 6 7 t o M L K), N S F C A R E E R ( 1 9 4 4 4 4 8 t o 
M L K), U ni v er sit y of Mi c hi g a n Bi o m e di c al R e s e ar c h C or e F a ciliti e s . 
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