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1 INTRODUCTION

1.1 PREAMBULE

Ce travail de these s’inscrit dans le programme de recherche de I'équipe GMCAO du
laboratoire TIMC-IMAG, relatif a I'évaluation per-opératoire du cartilage, en vue de proposer
de nouvelles solutions thérapeutiques. Il a été rendu possible dans le cadre d’une étroite
collaboration avec I'association ECCAMI (Excellence Center for Computer Assited Medical
Intervention) qui a permis "acquisition du microscope OCT grand champ (FFOCT= Full Field
Optical Coherence Tomography) développé par la société LLTECH Imaging (*). Ce travail
s’inscrit aussi dans le cadre du projet de recherche ANR NOCT (Navigated Optical Coherence
Tomography) financé en réponse a 'appel d’offre TECSAN de I’ANR (référence ANR-13-TECS-
0008). Le consortium de ce projet associe I'équipe GMCAO du laboratoire TIMC-IMAG, le
laboratoire ESPCI, le CIC-IT du CHUGA, le service d’anatomopathologie du CHUGA, le service
de Chirurgie Orthopédique de I’'H6pital Sud du CHUGA, ainsi que les industriels SQl et LLTECH
Imaging, en vue du développement d’une nouvelle instrumentation peropératoire FFOCT. Ce
travail s’inscrit également dans le cadre des travaux du laboratoire d’excellence CAMI (Labex

CAMI).

(*) Ce microscope FFOCT est présenté page 78 du document

1.2 LE TISSU CARTILAGINEUX

L’objectif de ce chapitre est de rappeler les caractéristiques du tissu cartilagineux articulaire
en tant que structure hautement organisée et aux propriétés biologiques et mécaniques
complexes. Le rappel des propriétés du cartilage articulaire sera suivi par une description des

différents types nosologiques de lésions cartilagineuses. Ces généralités permettront de
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mieux appréhender I'intérét que peut constituer I’évaluation du tissu cartilagineux lors d’une
procédure chirurgicale. Nous décrirons ensuite |'organisation de ce travail de thése pour

permettre aux lecteurs de mieux cerner sa construction et faciliter la lecture de ce document.

1.2.1 ANATOMIE

1.2.1.1 CoMPOSITION BIOCHIMIQUE

Le cartilage comprend des cellules, une matrice aqueuse appelée la phase liquide et une
matrice macromoléculaire désignée phase solide. Contrairement au tissu fibreux dense, le
revétement articulaire ne comporte pas de nerfs, ni de vaisseaux sanguins ou de systeme

lymphatique.

Le cartilage hyalin est composé de chondrocytes entourés par la matrice extracellulaire. La
phase liquide comporte de l'eau, des gaz, de petites protéines, des métabolites, une
concentration élevée de cations équilibrant les protéoglycanes chargés négativement. L'eau
représente 80 % de la phase liquide dans la couche superficielle et 65 % dans la zone profonde.
Elle se répartit dans les espaces entre protéoglycanes et collagene(1). Elle joue un réle
biomécanique pour le transport de solutés et la lubrification articulaire. La phase liquide
controéle la résistance a la pression et la déformation réversible du cartilage. Le collagéene dont
90 a 92 % est de type I, est responsable de la rigidité. La concentration des protéoglycanes

est variable(1).

1.2.1.2 ORGANISATION STRUCTURALE

Les chondrocytes organisent les fibres collagénes, les protéoglycanes et les protéines non
collagenes en une structure unique hautement différenciée. La composition, I'organisation,
les propriétés mécaniques de la matrice, la morphologie cellulaire, probablement la fonction
cellulaire dépendent de la profondeur de ces éléments par rapport a la surface articulaire.
Elles dépendent également de la distance par rapport aux cellules. De la surface a la

profondeur, s’observe une variation de la forme, de la taille des cellules, de I'orientation des
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fibres collagénes, du contenu en eau et protéoglycanes.

Les modifications morphologiques des cellules et de la matrice du cartilage articulaire

identifient quatre couches histologiques, de la surface a I’os sous-chondral(2) Figure 1.

La premiere zone 1, dénommée tangentielle, superficielle (STZ) est composée de fibres de
collagéne et de cellules, chondrocytes ellipsoidaux disposés parallelement a la surface
assurant ainsi la plus grande résistance a la pression. Cette région comprend la plus grande
concentration en eau. Elle joue le réle d’une surface de glissement. Elle assure un role

spécifique dans le développement initial de I'arthrose.

La zone 2, transitionnelle ou intermédiaire, la plus importante en volume est composée de
fibres de collagenes orientées obliqguement de facon variable, accompagnant des cellules

sphériques de méme orientation.

La zone 3, désignée profonde ou radiaire, comprend des fibres collagenes plus larges et des
chondrocytes disposées perpendiculairement a la surface articulaire. La concentration en

protéoglycanes y est la plus élevée et celle de I'eau la plus basse.

La zone 4, qui représente 5 % de I'épaisseur totale est une couche de cartilage calcifié,
interposée entre la troisieme zone et I'os sous-chondral. Désignée « Tidemark »(3), elle
correspond histologiquement a l'interface entre le cartilage et I'os sous-chondral ou

s’amarrent les fibres de collagene de la troisieme zone, profonde.
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FIGURE 1 ORGANISATION STRUCTURELLE DU TISSU CARTILAGINEUX(4)
4 ZONES SONT IDENTIFIEES ET ORGANISEES DE LA SURFACE CARTILAGINEUSE VERS L’OS SOUS CHONDRAL.

1.2.1.3 PROPRIETES BIOMECANIQUES

Le role principal du cartilage est la répartition et la transmission des contraintes
principalement en compression sous |'effet de la charge, il est le plus épais dans ces régions.
Il intervient également dans I'absorption des chocs et dans le maintien de stress acceptables

lors des contacts entre berges articulaires en particulier lors des mouvements de cisaillement.

L’exigence biomécanique et fonctionnelle comporte la réponse a la mise en charge et a la
compression et/ou au cisaillement. La structure et I'organisation des couches résultent de leur
différence de role fonctionnel. La propriété principale du cartilage est la résistance a la
pression maximale lorsque la disposition des fibres est parallele a son axe. L'étude
biomécanique démontre que lors d’'une mise en charge ou d’'une compression, I'orientation
des forces est paralléle a la surface du cartilage, disposée en différentes directions dans sa
partie moyenne et environ a 45° dans les régions les plus profondes du collagéne exprimant
une parfaite adaptation a I'exigence fonctionnelle(4). Comme indiqué, la composition en
protéoglycanes et en eau varie en fonction des couches cartilagineuses. La concentration en
protéoglycanes est la plus élevée dans les couches les plus profondes. Celle en eau, la plus

importante dans la zone transitionnelle, décroit vers la profondeur. Les protéoglycanes
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enrichissent le cartilage articulaire en eau lui conférant ainsi une meilleure résistance aux
forces compressives. L'eau, outre son rble biomécanique, intervient également dans le

transport des solutés contribuant ainsi a la lubrification articulaire.

i Superficial Zone
Flat Cell
- ___ -
t. L SS— Parallel Collagen
- S _—— Middle Zone

Flatter Cell, More rounded
Random, oblique and thick
Collagen Fibrils

Deep Zone
Spherical Cells Ordered in
Columns

Tidemark

Calcified Zone
Smaller Cell

Mesenchymal Stem Cells

FIGURE 2 ORIENTATIONS BIOMECANIQUES DES FIBRES COLLAGENES ET DES CHONDROCYTES(5)

LES FIBRES ET LES CHONDROCYTES SUPERFICIELLES SONT PARALLELES A LA SURFACE ARTICULAIRE; EN ZONE
TRANSITIONNELLE L’ORIENTATION EST OBLIQUE EN FORME DE VOUTE ; DANS LA ZONE PROFONDE L'ORIENTATION EST
VERTICALE.

Le cartilage est un matériel visco-élastique biphasique de par ses compositions solide et
liquide(5). La réponse a la mise en charge ou a la compression et/ou au cisaillement combine
la viscosité caractéristique des liquides et I'élasticité des solides. Une caractéristique
importante est la capacité a supporter la déformation et de revenir a la présentation initiale.
Cette particularité est fondamentale dans la lubrification articulaire et la circulation
liquidienne, principalement en raison de la fonction de réponse aux mises en charge, et aux
contraintes en l'absence de suppléance vasculaire et de systeme lymphatique(6). Une
augmentation de la concentration en eau et une réduction de celle en protéoglycanes diminue

la rigidité du cartilage et éléve la perméabilité de la matrice(7,8).

Les altérations traumatiques, inflammatoires ou involutives des propriétés mécaniques du

cartilage ne sont pas bien définies. La seule information fiable est une modification de ses
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propriétés et la perte de lintégrité structurelle en fonction de I'dge(1). Le cartilage
d’articulations en croissance est bien plus solide que celui du squelette adulte. Celui de
personnes agées est aminci, déformé par des fissurations expliquant le déficit de résistance a
la compression et au cisaillement. Son épaisseur est sous la dépendance des contraintes en

compression et/ou en cisaillement. Il s"amincit avec I’dge et la non-utilisation.

1.2.2 LESIONS ET REPARATIONS DU CARTILAGE

La réponse du cartilage aux agressions traumatiques et les processus de réparation dépendent
du type et de la taille des Iésions, ainsi que de I'atteinte associée ou non de I'os sous-chondral.
Les traumatismes articulaires peuvent entrainer une fracture de la matrice accompagnant une
interruption visible ou une désorganisation de celle-ci sans discontinuité. Le défaut de
suppléance vasculaire et la limitation de la lésion au cartilage s’associe a une absence
d’inflammation. La lésion interrompant a la fois cartilage et os sous-chondral connait une
réaction inflammatoire initiant la réparation déterminée par la présence d’une

vascularisation.

La capacité de réparation du cartilage dépend de trois types de lésions aigués, le premier
comporte une perte de la matrice macromoléculaire ou une rupture du réseau de collagéne
sans césure visible ; le deuxiéme est caractérisé par une interruption mécanique du cartilage

isolément et le troisieme par une fracture intéressant a la fois cartilage et os sous-chondral(9).

1.2.2.1 LESION DE LA MATRICE SANS INTERRUPTION VISIBLE

L'absence de réponse inflammatoire, de structure nerveuse dans le cartilage et d’interruption
perceptible de la surface rendent aléatoire la détection Iésionnelle par I'examen direct
arthroscopique ou I'imagerie magnétique. L’intensité et le type de contrainte a I'origine du
dommage de la matrice sans interruption ne sont pas bien définis. Il est reconnu que la
diminution de la concentration en protéoglycanes ou la désorganisation matricielle
surviennent avant les autres signes de Iésion tissulaire et sont dues, soit a une accentuation
de la dégradation soit a une altération de la synthese des molécules. La fuite de

protéoglycanes affecte la résistance du cartilage et augmente la perméabilité hydraulique. Les
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altérations accentuent la contrainte de la trame macromoléculaire restante incluant les fibres
de collagéne, accroissant le risque de vulnérabilité tissulaire et de dommage par des
surcharges ultérieures. Des anomalies de la matrice autres qu’une déplétion en
protéoglycanes telles qu’une rupture de la trame des fibres collagénes, ou l'interruption des

relations entre les fibres collagénes et les protéoglycanes, perturbent la fonction des

chondrocytes jusqu’ a leur potentielle destruction.

FIGURE 3 VUE ARTHROSCOPIQUE D'UNE LESION TYPE "CARTILAGE-BRUISE" DU PLATEAU TIBIAL (COLLECTION RP)

1.2.2.2 LESION ISOLEE DU CARTILAGE

Une altération isolée du cartilage correspond a une interruption ou une fracture de la matrice
macromoléculaire détruisant les chondrocytes sans endommager directement I'os sous-
chondral. Une compression imprévue de la surface articulaire traumatise la matrice
cartilagineuse sous la forme de fissures, de fractures chondrales respectant I'os adjacent. Les
études cliniques et expérimentales établissent que les |ésions articulaires fermées incluant les
chocs directs et les contraintes combinées avec un mécanisme de torsion sont capables
d’interrompre la matrice cartilagineuse sans dommage osseux. Cela se voit fréquemment lors

d’entorses graves du genou.
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FIGURE 4 VUE ARTHROSCOPIQUE D’UNE FRACTURE ARTICULAIRE DU PLATEAU TIBIAL (COLLECTION RP)

1.2.2.3 FRACTURE ET DEFECT OSTEOCHONDRAL

La résistance du cartilage articulaire décline avec I'age. Elle est maximale au cours de la
croissance, chez les jeunes adultes et régresse a partir de la quatrieme décade. L'impact
Iésionnel est capable de provoquer des fractures s’étendant au travers du cartilage et de I'os
sous-chondral. Les fractures ostéochondrales séquellaires détruisent un segment du
recouvrement cartilagineux. Contrairement aux lésions limitées au cartilage, les fractures
s’étendant a I'os sous-chondral provoquent des douleurs, une hémorragie et une réaction
fibrineuse activant la réponse inflammatoire. Ce processus permet la « réparation » du
cartilage. Cependant les propriétés mécaniques du tissu cartilagineux réparé sont diminuées
et expliquent sa plus fréguente détérioration. Les différences de composition et
d’organisation de la matrice expliquent les propriétés mécaniques inférieures du cartilage
restauré que celles du cartilage normal. L’épaississement accru, I'oedeme du cartilage réparé
sont les reflets d’'une désorganisation, et d’un affaiblissement du réseau des fibres collagénes
associés a une réduction de la concentration de la matrice en protéoglycanes et en

chondrocytes, responsable d’une fragmentation et fibrillation de la surface.
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FIGURE 5 VUE ARTHROSCOPIQUE D'UN DEFECT CARTILAGINEUX DU CONDYLE FEMORAL (COLLECTION RP)

1.2.2.4 LESIONS DEGENERATIVES ARTHROSIQUES
Suite a une réunion de 'OMS et de I'’American Academy of Orthopaedic Surgeons en 1994,
'OMS a proposé une définition de l'arthrose qui englobe les principales facettes de la

maladie(10):

« L'arthrose est la résultante des phénomeénes mécaniques et biologiques qui déstabilisent
I’équilibre entre la synthése et la dégradation du cartilage et de I'os sous-chondral. Ce
déséquilibre peut étre initié par de multiples facteurs : génétiques, congénitaux, métaboliques
et traumatiques. L'arthrose touche tous les tissus de l'articulation et se manifeste par des
modifications morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques des cellules et
de la matrice cartilagineuses conduisant a un ramollissement, une fissuration, une ulcération
et une perte du cartilage articulaire, une sclérose de I'os sous-chondral avec production
d’ostéophytes et de kystes sous-chondraux. Quand elle devient symptomatique, I’arthrose
entraine douleur et raideur articulaires, un éventuel épanchement articulaire avec des degrés

variables d’inflammation locale. »
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L'OMS rajoute que I'arthrose n’est pas une maladie univoque mais un groupe d’affections
dégénératives articulaires. En d’autres termes, elle n’est pas une maladie mais un syndrome

ou encore elle est I'aboutissement ultime de diverses maladies touchant I’articulation.

L’arthrose est définie au stade précoce par une accentuation du renouvellement de la matrice,
une diminution de la concentration des protéoglycanes établissant un oedéme, un déficit du
réseau de collagéne par défaillance de la réparation. Initialement, une dégradation des fibres
de collagéne de type Il dans les couches superficielles provoque une fibrillation de la surface
et une élévation de la perméabilité a I'eau. L’eau s’échappant rapidement au travers de la
surface durant la contrainte accompagne une fragmentation et une diminution des
protéoglycanes de la matrice. Le mécanisme de pressurisation liquidienne et la réponse a la
contrainte en compression et/ou cisaillement en sont altérés. Des modifications adaptatives

de I'os sous-chondral s’expriment par une éburnation.

Les contraintes traumatiques excessives, uniques ou répétées créent un cisaillement a
I'interface cartilage-os sous-chondral fissurant la couche calcifiée, séparant le cartilage et I'os
sous- chondral(11,12). Cette délamination basale participe au mécanisme de dégénérescence
non seulement dans le cartilage normal exposé a des contraintes mécaniques excessives
(traumatisme aigu) mais également dans I'arthrose au cours de laquelle laxité articulaire et
déplacement des zones de contact durant I'activité journaliere créent un conflit entre les
zones de cartilage anormalement affaibli. Elle stimule les modifications focales de I'os sous-
chondral. Les conditions traumatiques comportent des fissurations, une microrupture de la

couche calcifiée profonde, une séparation de I'os sous-chondral par cisaillement transversal.

Cette vision purement "mécaniciste"” semble cependant insuffisante et ne tient compte ni des
anomalies morphologiques observées, ni des données récentes de la biochimie du cartilage
arthrosique. Les études anatomopathologiques d'arthroses expérimentales chez I'animal
montrent en effet qu'a coté des signes de destruction déja cités, on observe une prolifération
chondrocytaire de cellules qui se groupent en grappes, perdant leur répartition normale en
colonnes. En microscopie électronique, ces cellules ont tous les caractéres de cellules
métaboliquement hyperactives(13). Parallélement, les études biochimiques de ces mémes

cartilages au cours des arthroses expérimentales, montrent une augmentation des synthéses
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de collagéne et surtout de PGs associées a une production d'enzymes dégradatives de la

matrice(14,15).

On en vient donc a une théorie plus "biologique" de la physiopathologie de I'arthrose dans

laguelle le chondrocyte joue un role central.

1.3 INTERET DE L’EVALUATION PEROPERATOIRE DU TISSU CARTILAGINEUX

L'arthrose est la premiére cause d’handicap et d’incapacité chez les personnes agées(10). Elle
constitue dans les pays développés la principale source de dépense de santé parmi les
étiologies non infectieuses. La population atteinte devrait représenter selon les Nations Unies
en 2050 prés de 130 millions de personnes(16). L'arthrose constitue donc un enjeu médico-
économique tres important. L'OMS a édité ainsi en 2013 trois recommandations pour réduire

I'impact de cette affection. La premiére consiste a réaliser de la prévention :

e Primaire, en favorisant les activités physiques, le controle du poids, la
prévention des blessures liées au sport, etc.

e Secondaire, en réalisant le diagnostic le plus précocement possible par un
dépistage.

e Tertiaire, lors de la prise en charge d’un patient présentant un traumatisme.

En effet en dehors des mesures préventives, les traitements médicaux ne permettent qu’un
« contrOle » palliatif de la maladie et les traitements chirurgicaux restent la seule possibilité

thérapeutique curative mais avec un co(t élevé et une morbidité importante(17,18).

Devant le constat établi par I'OMS et les organes de protections sociales occidentaux,
plusieurs initiatives de recherches ont vu le jour. Actuellement, le programme de recherche
européen sur l'arthrose, le plus conséquent appelé Translational Research in Europe Applied

Technologies for Osteoarthritis (Treat-OA) dispose d’un budget de 12 millions d’euros. Celui-
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ci est consacré principalement sur la recherche génétique et biochimique pour le dépistage
biologique de I'arthrose et la mise en évidence de cibles thérapeutiques pharmacologiques
(19). Malheureusement cette voie de recherche occulte complétement I'aspect mécanique et

post-traumatique de cette pathologie.

Dans ce contexte I'OMS recommande le développement d’outils d’imagerie innovants pour le

diagnostic précoce, le monitoring et le traitement curatif a un stade précoce de I'arthrose(10).

L'intérét d’'une imagerie peropératoire prend ainsi tout son sens. En effet lors de la prise en
charge d’un patient traumatisé nécessitant une prise en charge chirurgicale par arthroscopie
le patient doit pouvoir bénéficier d’'un dépistage précoce de son « statut » cartilagineux. Nous
sommes alors dans le cadre de la prévention tertiaire. On comprend alors le besoin de
développer des outils d’'imagerie permettant de réaliser ce bilan diagnostique. Il s’agit en effet
de patients jeunes, le plus souvent actifs pour lesquels un dépistage précoce permettra de
mettre en place une surveillance et des mesures préventives afin de repousser la date de la
mise en place d’une prothese de genou dans les décennies avenir. Le concept de « carnet de
santé du cartilage » prend ainsi tout son sens. Récemment, des auteurs scandinaves ont
proposé la réalisation d’un registre des chirurgies cartilagineuses permettant le suivi et la

prévention d’une population a risque de dégénérescence arthrosique(20).

Concernant les outils d’évaluation, nous avons identifiés différents parametres qui peuvent
étre qualitatifs ou quantitatifs. Cependant |'application des paramétres qualitatifs qui sont
actuellement le gold standard en pratique clinique semblent largement insuffisant. En effet
leur reproductibilité est faible (kappa de 0.42 a 0.66 suivant les études) et leur sensibilité

également, en particulier si on considére les stades les plus précoces d’arthrose (21,22).
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TABLEAU 1 PREVALENCES DES PRINCIPALES MALADIES DANS LE MONDE ET LEURS COUTS DE SANTE(10)
L’ARTHROSE REPRESENTE LA 5SEME CAUSE DE DEPENSES DE SANTE DANS LES PAYS DEVELOPPES

Low- and middle-income countries

High-income countries

1
2
3
4
5

6
7
8
9

10

Cause

Unipolar depressive disorders
Refractive errors

Hearing loss, adult onset
Alcohol use disorders

(ataracts

Schizophrenia

Birth asphyxia and birth trauma

Bipalar disorder
Osteoarthriti

Iron-deficiency anaemia

YLD

(millions)

55.3
25.0
23.2
18.4
174
14.8
129
129
128
12.6

Per cent
of total
YLD

104
47
44
35
33
28
24
24
24
24

YLD
Cause (millions)
Unipolar depressive disorders 10.0
Hearing loss, adult onset 4.2
Alcohol use disorders 3.9
Alzheimer and other dementias 3.7
Osteoarthritis 2.8
Refractive errors 2.7
(oPD 24
Diabetes mellitus 23
Asthma 1.8
Drug use disorders 17

Per cent
of total
YLD

14.6
6.2
5.7
54
4.1
4.0
315
34
2.6
24
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1.4 ORGANISATION DE LA THESE

Conformément aux recommandations de 'OMS visant le développement d’outils innovants
d’imagerie pour le diagnostic précoce et le monitoring de I'arthrose(10) I'objectif de ce travail
de thése est d’évaluer la place de I'imagerie par tomographie par cohérence optique (OCT)
grand champ (Full Field Optical Coherence Tomography : FFOCT) dans la caractérisation du

tissu cartilagineux.

Le prérequis a ce travail, présenté au chapitre 2 du document page 25, sera une revue de la
littérature permettant de lister et de définir les paramétres qualitatifs et quantitatifs les plus
pertinents pour caractériser le tissu cartilagineux. Pour chaque parameétre, les différents

moyens d’obtention qu’ils soient directs ou indirects seront décrits de maniere critique.

eme

Ce travail de synthése réalisé, nous exposerons dans le 3" chapitre du document page 75,
les principes de I’OCT grand champ ainsi que les avantages et les inconvénients que présente
cette technique d’'imagerie en comparaison a celles listées dans notre revue de la littérature.
Puis les évaluations qualitatives et quantitatives des lésions cartilagineuses arthrosiques par
OCT grands champ seront successivement étudiées. Cette partie constituera le « core »

expérimental de notre travail de these.

Enfin, au cours du 4°™ chapitre page 119, nous évoquerons les perspectives de
développement et de recherche autour de ce travail princeps. Nous développerons en
particuliers les aspects concernant la validation de nouveaux parameétres quantitatifs et le
développement d’outils d’'imagerie in vivo permettant la caractérisation du tissu cartilagineux

au cours de procédures arthroscopiques.
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2 EVALUATION DE LA QUALITE DU TISSU CARTILAGINEUX : REVUE DE LA

LITTERATURE

L’évaluation de la qualité du tissus cartilagineux repose sur différents critéres; ceux-ci
peuvent étre qualitatifs ou quantitatifs. Ces critéres peuvent étre de pertinence inégale
suivant le stade de dégénérescence arthrosique que I’'on considére. De plus I’évaluation et la
détermination de ces parameétres peuvent étre réalisées a I'aide de méthodes de mesures
directes ou indirectes. Enfin le caractére in vivo ou ex vivo de ces techniques d’évaluation
conditionne leur applicabilité et leur diffusion en pratique clinique courante. Nous proposons
dans ce chapitre une revue de ces différents parametres a la vue des données les plus récentes

de la littérature.
L'organisation de ce chapitre est la suivante :

- Dans le chapitre 2.1 du document page 25, nous développerons les parameétres
gualitatifs et semi quantitatifs

- Dans le chapitre 2.2 du document page 49, nous décrirons les parametres quantitatifs

- Enfin dans le chapitre 2.3 du document page 72, nous réaliserons une synthése
permettant de définir I'état de I'art et les pistes de recherche a développer dans la

perspective d’'une modalité d’'imagerie optique peropératoire.

2.1 PARAMETRES QUALITATIFS/SEMI QUANTITATIFS

Les parametres permettant de décrire 'atteinte cartilagineuse de maniére qualitative peuvent
étre regroupés en fonction de I’échelle que I'on considére : microscopique ou macroscopique.
lls peuvent étre également obtenus directement a partir d’'un échantillon de cartilage ou

indirectement par des outils d’'imagerie.
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du tissu cartilagineux

[

— il

[ Evaluation de la qualité

et semi-quantitative

|

C 1
lRadiographie lEchographie l TDM lArthroTDM l IRM

Outerbridge WORMS BLOKS MOAKS

l Evaluation qualitative

Histologique

Mankin

FIGURE 6 ORGANIGRAMME DES PARAMETRES QUALITATIFS ET SEMI-QUANTITATIFS

2.1.1 EVALUATION QUALITATIVE ET SEMI-QUANTITATIVE DIRECTE

2.1.1.1 MiIcROSCOPIQUE / ANATOMOPATHOLOGIQUE

2.1.1.1.1 CLASSIFICATION DE MANKIN

La classification de Mankin(23) est la premiére classification histologique a avoir été validée
et répandue pour I'évaluation et le monitoring des atteintes du cartilage liées a I'arthrose.
Cette classification a été publié en 1971 dans le JBJS américain et s’intéresse en particulier a
I'analyse de la surface cartilagineuse, a la densité cellulaire, a la coloration de la matrice
extracellulaire, et enfin a I'intégrité de la ligne séparant la couche profonde la couche calcifiée

du cartilage. L’évaluation de ces différents parametres permet d’établir un score sur 14 points.
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TABLEAU 2 CLASSIFICATION ORIGINELLE DE MANKIN(23)

| Structure
A Normal
B Surface irregularities
C Pannus and surface irregularities
D Clefts to transitional zone
E Clefts to radial zone
F Clefts to calcified zone
G Complete disorganization

Il Cells
A normal
B Diffuse hypercellularity
C Cloning
D Hypocellularity

OO WON—-O

WN =+ O

[Il Safranin O staining
A Normal
B Slight reduction
C Moderate reduction
D Severe reduction
E No dye noted

IV Tidemark integrity
A Intact
B Crossed by blood vessels

AOWON-—=O

- O

Total score
Minimal 0
Maximal 14

2.1.1.1.2 CLAsSIFICATION OARSI

Plus récemment, la société OARSI (Osteoarthritis Research Society International) a établi une
nouvelle classification basée sur des recommandations d’expert et sur les données les plus
récentes de la littérature. C'est ainsi que la classification OOCHAS (OARSI osteoarthritis
cartilage histopathology assessment system) a vu le jour(24). La classification OOCHAS
(nommeée aussi parfois score OARSI) est constituée de six grades, le grade étant défini comme
la progression en profondeur de I'OA dans le cartilage. L'augmentation du grade indique une
augmentation de la sévérité ou une progression biologique du processus arthrosique. Le
systéme suppose donc que |'atteinte en profondeur du cartilage correspond a une maladie

plus avancée et est un bon indicateur de la progression de la maladie. Le grade est évalué en
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considérant les lésions les plus avancées présentes dans le cartilage, quelle que soit son
étendue horizontale. Les caractéristiques clés de chaque grade sont les suivantes : OOCHAS
grade 1 indique que la surface du cartilage est intacte, OOCHAS grade 2 indique une
discontinuité de surface, OOCHAS grade 3 signifie fissures verticales, OOCHAS grade 4
implique I'érosion, OOCHAS grade 5 indique une dénudation et OOCHAS grade 6 Signifie

déformation (ostéophytes).

TABLEAU 3 GRADES D’ARTHROSE OOCHAS DE LA CLASSIFICATION OARSI(24)

A cartilage histopathology grade assessment—grading
methodology

Grade (key feature) Associated criteria (tissue reaction)

Grade 0: surface Matrix: normal architecture
intact, cartilage Cells: intact, appropriate orientation
morphology intact

Grade 1: surface Matrix: superficial zone intact, oedema
intact and/or superficial fibrillation (abrasion),
focal superficial matrix condensation
Cells: death, proliferation (clusters),
hypertrophy, superficial zone
Reaction must be more than superficial
fibrillation only

Grade 2: surface As above

discontinuity +Matrix discontinuity at superficial
zone (deep fibrillation)
+ Cationic stain matrix depletion
(Safranin O or Toluidine Blue) upper
1/3 of cartilage
+ Focal perichondronal increased stain
(mid zone)
+ Disorientation of chondron columns
Cells: death, proliferation (clusters),
hypertrophy

Grade 3: vertical As above

fissures (clefts) Matrix vertical fissures into mid zone,
branched fissures
+ Cationic stain depletion (Safranin O or
Toluidine Blue) into lower 2/3 of cartilage
(deep zone)
+New collagen formation (polarized light
microscopy, Picro Sirius Red stain)
Cells: death, regeneration (clusters),
hypertrophy, cartilage domains adjacent
to fissures

Grade 4: erosion Cartilage matrix loss: delamination of
superficial layer, mid layer cyst formation
Excavation: matrix loss superficial layer
and mid zone

Grade 5: denudation Surface: sclerotic bone or reparative
tissue including fibrocartilage within
denuded surface. Microfracture with
repair limited to bone surface

Grade 6: deformation  Bone remodelling (more than osteophyte
formation only). Includes: microfracture
with fibrocartilaginous and osseous
repair extending above the previous
surface
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Grade 1
Surface intact

Grade 1.0 Grade 1.5

Grade 2
Surface Discontinuity

Grade 2.5

Grade 3
Vertical Fissures

Grade 3.0 Grade 3.5
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Grade 4
Erosion

Grade 4.0 Grade 4.5

Grade 5
Denudation

Grade 5.0 ’ Grade 5.5

Deformation

Grade 6.0 Grade 6.5

FIGURE 7 SCHEMAS ET IMAGES HISTOLOGIQUES DES DIFFERENTS GRADES OOCHAS(24)

30



2.1.1.1.3 CLASSIFICATION DJD ou DEGENERATIVE JOINT DISEASE

En 2006, de maniére concomitante a la publication de la classification OARSI, de nombreux
auteurs se sont intéressés a I'imagerie cartilagineuse par OCT(25). lls ont ainsi développé une
classification dérivée de la classification de Mankin leur permettant de grader le stade
arthrosique uniquement a partir de la surface cartilagineuse qui était la seule accessible avec
leur technique d’imagerie. Ainsi, les |ésions arthrosiques sont classées en 6 stades dépendant
de la profondeur des fissures. Un stade 7 a été ajouté dans certaines publications pour décrire
le cas olU une érosion cartilagineuse compléete est présente(26). Cette classification malgré
I’'absence de validation scientifique a par la suite était reprise dans beaucoup d’études traitant

de I'imagerie cartilagineuse par OCT(26-28).

ocT Histology

D3O 0ID4

DID1 DIDS

DID2 DID6

DID3 DID7

FIGURE 8 IMAGES OCT ET HISTOLOGIQUES CORRESPONDANTES DES DIFFERENTS GRADES DJD(26)
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Modified Modified Modified Modified Modified Modified Modified
Mankin Meankin  Mankin Mankin Mankin Mankin Mankin
DIDO DID 1 DID2 DID3 DD 4 DID 5 DID 6

(Normal)

—— e

Superficial Zone *

Middle Zone

Deep Zone

Calcified Cartilage LR R RN AR AR
Subchondral Bone

FIGURE 9 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA CLASSIFICATION DJD(27)

2.1.1.1.4 COMPARAISONS DES CLASSIFICATIONS HISTOLOGIQUES

Plusieurs études ont cherché a comparer ces classifications entre elles(29,30). Leur objectif
commun était de tester la reproductibilité de ces classifications. Les résultats de ces études
montrent une meilleure reproductibilité pour le score OOCHAS. Cependant le résultat le plus
important est que la validité interne appréciée par la valeur alpha de Cronbach est meilleure
pour le score OOCHAS (0.830 pour OOCHAS vs 0.604 pour Mankin). C'est pour cette raison
que les auteurs recommandent unanimement |'utilisation du score OOCHAS plut6t que celle

de Mankin (29,30).
TABLEAU 4 COMPARAISON DES SYSTEMES DE CLASSIFICATION OARSI ET MANKIN(29)
LE TABLEAU MET EN AVANT 2 FAITS IMPORTANTS : L’ABSENCE DE VALIDATION EN TERMES DE REPRODUCTIBILITE DE LA

CLASSIFICATION DE MANKIN ET SON ABSENCE DE CORRELATION AVEC LES CLASSIFICATIONS D’IMAGERIE ET
D’ARTHROSCOPIE, CONTRAIREMENT A LA CLASSIFICATION OARSI.

OA cartilage histopathology grad-é_a's_sé.-ssment—comparison of methods

Feature OARSI system HHGS’
1. Principle Assumes histologic features present Characteristic OA histologic features,
Grading = vertical depth presence and amount
Staging = surface, area or volume extent
2. Quantification Grading: score is progressive with depth Specific feature or score = combination
of features
Staging: score is progressive with length, Total score = sum of feature scores

area or volume involved
Total score: qualitative and quantitative options

3. Macroscopic assessment correlation Direct Indirect
(gross pathology)
4. Arthroscopy correlation Direct Indirect
5. Imaging correlation Direct Indirect
6. Expandable

6.1. Subdivide grade if required Yes No

6.2. Can include new features in grade Yes No

6.3. Morphometry for staging Yes No
7. Score range 0—24 0-14
8. Identify early OA Expanded proportional score 0—12 of 24 Limited: score 0—4 of 14
9. Validity Requires further validation Not valid
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2.1.1.2 MACROSCOPIQUE/ARTHROSCOPIQUE

2.1.1.2.1 CLASSIFICATION ICRS

L'International Cartilage Research Society (ICRS) a publié en 2000 une classification

macroscopique des lésions cartilagineuses ou sont identifiés 4 grades de profondeur (Figure

10)(31).

Le grade 1 (« nearly normal ») est :

o unramollissement chondral ou la présence de fibrillations (ICRS 1a) ;

o s'il existe des lacérations ou des fissures, il s’agit du grade ICRS 1b.
Les pertes de substance inférieures a 50 % de la hauteur chondrale sont classées ICRS 2 («
abnormal »).
Le grade ICRS 3 des lésions dépassant 50% de la hauteur (« severely abnormal ») a quatre
sous-groupes:

o 3a:lésions respectant la couche calcifiée,

o 3b:lésions traversant la couche calcifiée,

o 3c:lésions jusqu'a la lame sous chondrale,

o 3d:lésions profondes et soufflantes.
Le grade ICRS 4 est une lésion ostéochondrale. Pour cette société scientifique, seules les
Iésions ICRS 3 et 4 symptomatiques méritent un traitement spécifique (stimulation de I'os

sous chondral, greffes ostéochondrales multiples ou greffes de chondrocytes)
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ICRS grade 0—normal

ICRS grade 1—nearly normal
Superficial lesions. Soft indentation (A)
and/or superficial fissures and cracks (B)

ICRS grade 2—abnormal
Lesions extending down to <50% of cartilage depth

ICRS grade 3—severely abnormal
Cartilage defects extending down >50% of cartilage depth (A) as well as
down to calcified layer (B) and down to but not through the subchondral
bone (C). Blisters are included in this grade (D)

Copyright © ICRS

FIGURE 10 CLASSIFICATION ICRS (31)
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Les ostéochondrites ont une classification propre (figure 11) : ICRS OCD | est une ostéochondrite stable
recouverte d’un cartilage ramolli, ICRS OCD Il est une |ésion stable limitée par un sillon discontinu, ICRS
OCD lll est une lésion pédiculée donc instable, ICRS OCD IV est une niche vide (séquestre libéré) (Figure

11).

ICRS OCDI ICRS OCD I ICRS OCD Il ICRS OCD IV

FIGURE 11 CLASSIFICATION ICRS DES OSTEOCHONDRITES (OCD) (31)

2.1.1.2.2 CLAsSIFICATION D’OUTERBRIDGE

Outerbridge fut le premier en 1961 a proposer une classification en 4 stades a partir des
chondromalacies rotuliennes observées lors des méniscectomies (Tableau 5)(9,32). Cette
classification a ensuite été largement utilisée pour toute les atteintes chondrales du genou.
La classification d’Outerbridge est fiable et reproductible au-dela de 5 ans de pratique de
I’arthroscopie du genou(33). Les Iésions condyliennes et rotuliennes sont mieux classées que
les atteintes tibiales(34). Néanmoins d’autres travaux réalisés par des équipes de chercheurs
indépendants ont montré que la reproductibilité de cette classification restait trés modeste

(35).
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TABLEAU 5 CLASSIFICATION DE OUTERBRIDGE (32)

Classification de Outerbridge en 4 stades.

Grade | : ramollissement cartilagineux.

Grade Il : fragmentation, fissures chondrales de moins d’1/2 inch de diamétre.

Grade IIl : fragmentation, fissures de plus d’1/2 inch de diamétre.

Grade IV : exposition de I'os sous chondral.

0

[T 17
|

FIGURE 12 REPRESENTATION DE LA CLASSIFICATION DE OUTERBRIDGE (35)

GRADE | : RAMOLLISSEMENT CARTILAGINEUX. GRADE Il : FRAGMENTATION, FISSURES CHONDRALES DE MOINS D’1/2 INCH
DE DIAMETRE. GRADE Il : FRAGMENTATION, FISSURES DE PLUS D’1/2 INCH DE DIAMETRE. GRADE IV : EXPOSITION DE L'OS
SOUS CHONDRAL.
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2.1.1.3 RELATIONS ET COMPARAISONS ENTRE LES CLASSIFICATIONS HISTOLOGIQUES ET MACROSCOPIQUES

Les classifications actuellement retenues dans la littérature pour évaluer de maniére directe
les lésions cartilagineuses sont celles de I'OARSI et de I'ICRS. Il faut cependant noter que la
classification OARSI est plutot réservée a des études cliniques ex-vivo et est quasi absente des
publications réalisées dans les revues de chirurgie orthopédique, a I'inverse de la classification
ICRS. Aussi, les publications ayant comparés ces deux classifications entre elles sont rares.
Néanmoins des travaux récents(21) ont mis en avant que les stades d’arthrose précoces ICRS
correspondaient en réalité a des stades OARSI déja avancés (Tableau 6). Cela démontre que la
classification ICRS n ‘est pas adaptée pour étudier les stades d’arthrose précoce et que les

évaluations a I’échelle histologiques sont a privilégier pour caractériser ces lésions précoces.

TABLEAU 6 COMPARAISON DES GRADES ICRS ET OARSI
UN GRADE ICRS 1B PEUT CORRESPONDRE A UN STADE D'ARTHROSE DEJA AVANCE DU POINT DE VUE HISTOLOGIQUE OARSI 3 (21).

ICRS grade OARSI grade Clinical comment

1-A 1 (1.0-1.5) ICRS grade 1-A refers to soft indentation. OARSI grade 1 is characterised by a mild distortion (fibrillation) of the
surface, together with a swelling of the articular cartilage. The distinction between OARSI grade 1.0 (with intact
chondrocytes) and OARSI grade 1.5 (with cell death by apoptosis or necrosis) cannot be made via arthroscopic
inspection [43]

1-B 2-3(2.0-3.5) ICRS grade 1-B refers to superficial fibrillations and cracks. In OARSI grade 2.0, smaller parts of the cartilage
surface are lost, and cracks form that extend into the superficial zone. The depletion of cartilage-specific matrix
staining commences. In OARSI grade 2.0, the surface discontinuity consists only of fibrillation. In OARSI grade
2.5, there is an additional abrasion of the surface, with a loss of a portion of the superficial cartilage. OARSI
grade 3.0 reflects penetration of simple fissures or vertical fissures (clefts) into the mid-zone. In OARSI grade
3.5, fissures extend and branch at complex angles. Chondrocyte death, chondron formation containing multiple
chondrocytes becomes more evident, particularly in the chondrons adjacent to the fissures [43]

2 4 (4.0-4.5) ICRS grade 2 refers to lesions extending down to less than 50 % of the cartilage thickness in the topographical
region that is affected. The key feature of OARSI grade 4 is erosion, with loss of the superficial zone in grade
OARSI grade 4.0, while OARSI grade 4.5 shows excavation into the mid-zone [43]. The loss of 50 % of cartilage
thickness may be considered as the macroscopic end point, after which, if more than 50 % of cartilage thickness
is lost, the term ‘early OA’ may not be used anymore
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2.1.2 EVALUATION QUALITATIVE ET SEMI-QUANTITATIVE INDIRECTE

L’objectif de cette section est de décrire les outils d’imagerie ainsi que les classifications qui
permettent de qualifier la qualité du tissu cartilagineux de maniéere indirecte. Le terme
d’indirect bien que trés répandu dans la littérature ne fait pas I'objet d’une définition précise.
Celui-ci désigne I'utilisation d’une technique/ d’un outils qui n’est pas directement positionné

au contact du cartilage étudié.

Evaluation de la qualité
du tissu cartilagineux

[

— il

Evaluation qualitative
et semi-quantitative

lRadiographie lEchographie l DM lArthroTDM l IRM

Outerbrid WORMS BLOKS MOAKS

Histologique

Mankin

FIGURE 13 ORGANIGRAMME DES DIFFERENTES METHODES D'EVALUATION QUALITATIVE DES LESIONS ARTHROSIQUES DE MANIERE
INDIRECTE.
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2.1.2.2 RADIOGRAPHIE

2.1.2.2.1 DESCRIPTION
Les radiographies simples sont la modalité d'imagerie la plus utilisée pour le diagnostic de
I'arthrose, la stratification du risque et la détermination des résultats des patients atteints de

symptomes liés a l'arthrose.

Les principales caractéristiques de I'imagerie radiographique dans I'arthrose sont :

e |e pincement de l'interligne articulaire (IL),
e |asclérose et les géodes sous-chondrales,

e ainsi que la présence d'ostéophytes(24,36,37).

Les incidences recommandées pour explorer une gonarthrose sont la radiographie

comparative des deux genoux debout :

e deface: en extension et a 30° de flexion (incidence Schuss).
e de profil.

e et l'incidence axiale a 30° de flexion.

La radiographie de face est dite de bonne qualité s’il y a un bon alignement du plateau tibial
interne (bords antérieur et postérieur confondus ou éloignés de moins d’un
millimetre)(38,39). Elle permet d’objectiver la gonarthrose fémoro-tibiale qui peut étre
médiale, latérale ou totale selon le compartiment atteint. L'ostéophytose et I'ostéosclérose
se développent sur les deux versants condyliens et tibiaux. La mise en charge est nécessaire
pour mettre en évidence un pincement de l'interligne ou montrer sa gravité comparée au

cliché couché.

L'incidence de Schuss(40,41) permet essentiellement de visualiser un pincement de I'IL
postérieur ainsi qu’'une ostéophytose de I’échancrure intercondylienne et méme une
ostéosclérose condylienne non détectables sur la radiographie de face en extension. Un
pincement fémoro-tibial est retenu pour le diagnostic s’il est d’au moins 3 mm dans I'absolu
ou bien d’au moins 1 mm de différence sur un cliché comparatif. La mesure de l'interligne
reste cependant difficile et peu reproductible car dépendante du : - Centrage et inclinaison

des rayons. - Degré de flexion des genoux. - Degré de rotation des pieds. - Agrandissement
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radiologique. - Situation fonctionnelle du patient. - Association d’une exclusion méniscale qui

aggrave le pincement.

Les géodes sous-chondrales de la gonarthrose fémoro- tibiale sont rares et siegent le plus
souvent sur le tibia. Ailleurs, on peut noter une désaxation dans le plan sagittal a type de genu-

valgum ou genu-varum pouvant étre la cause ou la conséquence de la gonarthrose.

Pour la gonarthrose fémoro-patellaire, I'otéophytose peut siéger a I'extrémité supérieure
et/ou inférieure de la patella sur le cliché de profil et aux bords latéraux de la rotule et de la
trochlée sur les incidences axiales ; I'ostéosclérose siege sur le versant postérieur de la patella

sur le cliché de profil. Une petite géode sous-chondrale de la rotule n’est pas rare.

Un pincement fémoro-patellaire se recherche sur la vue axiale a 30° de flexion ; le pincement
externe se recherche en décubitus dorsal quadriceps décontracté ; le pincement interne se

recherche en contraction quadricipitale, éventuellement obtenue chez un patient debout.

2.1.2.2.2 EVALUATION DES LESIONS CARTILAGINEUSES

Des parameétres sont définis pour le diagnostic et le classement de I'ostéoarthrose sur la
radiographie. L'utilisation de systemes de notation semi-quantitative comme le score de
Kellgren-Lawrence (KL)(36), permet la caractérisation de sous-ensembles homogenes pour
des études cliniques et épidémiologiques (Tableau 6). Comme décrit précédemment, il est
souvent nécessaire d'acquérir plusieurs images (port de poids par rapport a l'absence de
poids) et d'acquérir des radiographies dans plus d'une vue pour décrire correctement la
présence d'arthrose et |I'étendue de sa participation.

Il existe souvent une mauvaise concordance entre la présence de douleur au genou et la
présence d'arthrose a la radiographie. La présence d'arthrose radiographique du genou chez
les personnes souffrant de douleurs fréquentes au genou varient de 15% a 76% (42). L'ajout
des incidences radiographique de profil et en défilé aide a fournir des preuves
supplémentaires des changements radiographiques présents avec I'arthrose du genou.

Le pincement de I'lL est un parameétre établi de la gravité de I'arthrose et de son aggravation.
La perte compléte de I'IL articulaire (aspect os-sur-os) est I'un des indicateurs pour définir le

stade ultime d’arthrose dont le seul traitement sera constitué par le remplacement de
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I'articulation du genou. En plus de la perte de cartilage, les dommages structuraux et
fonctionnels associés au ménisque, tels que I'extrusion méniscale et la perte de substance
méniscale, contribuent au pincement de I'IL(43). La présence d’un pincement de I'IL dans les
composants fémoro-tibiaux médial et latéral est également associée a une déformation
concomitante en varus(44) et valgus (45), respectivement.

La détection de ces défauts d’alignements associés et leur réductibilité plus ou moins
compléte peuvent avoir un impact potentiel sur une intervention thérapeutique axée sur des
mécanismes biomécaniques, tels que les procédures d’ostéotomie correctrice d’alignement
des membres. Etant donné I'absence de normalisation suffisante des éléments requis pour un
positionnement correct du genou, afin de prévenir les variations de mesure et les erreurs dans
la mesure de la hauteur de I'interligne tibio-fémorale, des techniques de fluoroscopie ont été
utilisées pour normaliser la position radio-anatomique du genou lors d’une radiographie
simple dans des études cliniques et épidémiologiques. Cela permettrait une mesure plus
précise de la hauteur de 'interligne fémoro-tibial médial que celle qui peut étre dérivée des
techniques classiques d'imagerie(46). En plus des mesures simples, il existe également des
mesures informatiques semi-automatisées, nouvelles et reproductibles du pincement de
I'interligne articulaire radiographique pour |'évaluation de l'arthrose du compartiment

médial(47).

TABLEAU 7 CLASSIFICATION DE KELLGREN LAWRENCE(36,48)

Kellgren and Lawrence grading of osteoarthritis

Grade Findings

0 None

1 Possible JSN and osteophytic lipping

2 Definite osteophytes with possible JSN

3 Multiple osteophytes, JSN, sclerosis with possible deformity of bone contours
4 Large osteophytes, JSN, sclerosis, and bone deformity

Bien que le systeme de notation KL, résumé dans le tableau 1, soit un pilier des études
cliniques et épidémiologiques, il n'est pas facilement applicable en milieu clinique. Un score
KL supérieur ou égal a 2(48) est généralement accepté comme indicateur d'arthrose établie,
car elle comprend 1 a 2 marqueurs traditionnels de l'arthrose, c'est-a-dire présence

d'ostéophytes définitifs (KL grade 2) et / ou pincement de I'lL (KL grade 3 et 4)(49-51).
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L'aggravation des scores KL et du pincement de I'IL a été utilisé comme un marqueur des
Iésions cartilagineuses et de |la progression structurelle de I'arthrose dans les études de suivi
a long terme. Les limites de la radiographie incluent l'incapacité d'évaluer directement les
dommages associés aux structures articulaires non osseuses et son insensibilité a détecter des
changements dans les multiples tissus articulaires(52). Au début de |'arthrose, la radiographie
peut étre normale car les dommages dans le cartilage et/ou des autres structures non-
osseuses ne sont pas visualisés. Les changements dans le positionnement du genou dans
I'évaluation longitudinale peuvent étre problématiques et affecter les parametres quantitatifs
utilisés pour évaluer la progression structurelle de l'arthrose, comme le pincement de
I'interligne articulaire.

La radiographie est donc un examen insuffisant pour détecter des Iésions cartilagineuses

débutantes ou isolées.

2.1.2.3 ECHOGRAPHIE EXTERNE DE GENOU

2.1.2.3.1 DESCRIPTION

L'échographie est une imagerie dynamique en temps réel, multiplanaire, des tissus mous a
faible co(t, ce qui en fait une modalité attrayante pour évaluer les anomalies structurelles et
la présence d'inflammation. Elle n'implique pas I'administration de contraste ou d'exposition
au rayonnement. C'est une technique opérateur-dépendante, et les ondes ultrasonores sont
limitées par leur incapacité a pénétrer dans les structures articulaires profondes et I'os sous-
chondral. Un systéeme de notation basé sur I'échographie a été validé pour évaluer I'arthrose
articulaire périphérique avec une reproductibilité d'observation élevée sur les caractéristiques
de l'arthrose et une reproductibilité modérée sur le classement semi-quantitatif(53).
L'échographie a été davantage étudiée comme prédicteur du remplacement articulaire dans
I'arthrose du genou. Dans une étude portant sur une cohorte de 600 patients, les chercheurs
ont conclu que I'épanchement articulaire détecté par ultrasons était un prédicteur significatif
du remplacement prothétique du genou(54). L'échographie a également été étudiée en tant
qgue complément d’imagerie aux radiographies pour la détection et la quantification des
caractéristiques inflammatoires de I'arthrose dans le genou, en particulier I'épanchement
suprapatellaire et la synovite du compartiment medial(55). Le diagnostic de I'arthrose a été
facilité par des caractéristiques radiologiques et I'échographie a fourni des informations sur la

synovite comme indicateur important de la douleur articulaire.
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2.1.2.3.2 EVALUATION DES LESIONS CARTILAGINEUSES

Seules quelques études ont été publiées sur I'échographie et deux d'entre elles illustrent les
avantages et les lacunes de cette méthode dans un cadre de recherche(56). Saarakkala et ses
collégues ont évalué la performance diagnostique de I'échographie du genou pour détecter
les changements dégénératifs du cartilage articulaire en utilisant le classement
arthroscopique comme gold standard(57). Les auteurs ont conclu que des résultats positifs a
I’échographie sont des indicateurs forts de changements dégénératifs du cartilage mais que
des résultats négatifs n'excluent pas la présence d’altérations cartilagineuses. Ces résultats
sont expliqués par la portée anatomique limitée de |'échographie dans les parties centrales
de l'articulation tibio-fémorale qui supportent la plus grande partie du poids du corps. Une
étude de Kawaguchi et al(58) utilisant I'échographie pour examiner le déplacement radial du
ménisque médial dans les positions de décubitus dorsal et en charge, a montré que le
ménisque médial a été déplacé de facon significative radialement lors de la mise en charge
qgue ce soit dans les genoux sains ou dans les genoux avec arthrose Kellgren Lawrence de
grades 1 a 3. Des différences significatives ont été observées entre les genoux sains et les
genoux Kellgren Lawrence de grade 2 ou plus en position couchée et en position debout. Le
déplacement a augmenté chez tous les genoux en charge a un an de suivi, sauf chez les genoux
Kellgren Lawrence grade 4. L'utilisation de I'échographie avec des conditions dynamiques et
de mise en charge est I'une des forces inhérentes a cette technique et justifie une exploration

plus poussée(41).
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2.1.2.4 TOMODENSITOMETRIE

La tomodenstiométrie (TDM) est une excellente modalité pour représenter la micro-
architecture osseuse corticale et médullaire. Comparé a I'IRM, la TDM a démontré un role
prépondérant dans ['évaluation de I'arthrose dans les petites articulations, comme
I'articulation zygapophysaire et ['articulation atlanto-odontoidienne(59,60). La TDM a
récemment été étudiée pour évaluer le changement microarchitectural de I'os sous-chondral
durant le développement et la progression de I'arthrose, y compris le remodelage trabéculaire
osseuy, les kystes sous-chondraux et la sclérose osseuse sous-chondrale(61). De plus, Il s’agit
d’un examen précieux pour la compréhension de la physiopathologie de I'OA du genou en
mesurant la densité osseuse et en identifiant les structures minéralisées sous-chondrales(62).
La TDM est également un outil utile et fiable pour décrire les dépots de cristaux de calcium
dans le cartilage articulaire. Cependant I'exposition au rayonnement et l'incapacité d'évaluer
avec précision des tissus mous aussi importants que les ménisques, les ligaments et les
tendons, sont des limites majeures pour l'utilisation systématique du scanner dans |'imagerie
de la gonarthrose. Des recherches supplémentaires doivent étre menées pour préciser les
indications spécifiques de la TDM dans la prise en charge clinique de I'arthrose, compte tenu

des plus sensibles et slres, comme I'IRM.

Un scanner « Cone-beam » musculosquelettique (CBCT) des extrémités a été récemment
développé et testé pour I'imagerie des extrémités(56,63).Les articulations du genou peuvent
étre imagées en utilisant cette modalité aussi bien lorsque I'articulation est mise en charge ou
lorsque les genoux ne supportent pas de poids(64). Thawait et al ont démontré que la qualité
d'image était "excellent" pour les os et "bon / adéquat" pour la visualisation des tissus
mous(65). Le CBCT tridimensionnel a haute résolution permet d'évaluer I'extrusion méniscale
lors de la mise en charge du genou et la morphologie 3-D de |'espace articulaire a une dose de
rayonnement réduite par rapport a la TDM conventionnelle(66). L'imagerie en charge
permettrait de détecter par exemple une instabilité articulaire subtile et pourrait fournir des
preuves pour prédire le développement et la progression de I'arthrose. En plus du CBCT, les
TDM 4-D sont capables d'obtenir des modeles de mouvements dynamiques des articulations
périphériques telles que le genou(67), le poignet, (68,69)et le coude(70). Les récentes

observations de Demehri et al, ont démontré la valeur des mesures obtenus a partir de
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données statiques et cinématiques pour dépister des signes précoces d’athrose de

I'articulation fémoro-patellaire(71).

2.1.2.5 ARTHRO-TOMODENSITOMETRIE

L'arthroTDM consiste a la réalisation d’une tomodensitométrie osseuse au préalable de
laquelle un agent de contraste a été injecté a l'intérieur de la cavité articulaire a étudier. Cela
permet de mettre en évidence les irrégularités et les zones de défects cartilagineux ainsi que
de potentielle lésions méniscales. Cette technique est probablement la plus sensible dans la
détection des défects de petite taille de la surface cartilagineuse. Elle reste la technique de
référence dans cette exploration, les études comparatives avec I'IRM simple montrant des
performances équivalentes voire supérieures(72-74). En effet plusieurs travaux de Vande Berg
et al. et Gagliardi et al. ont démontré que I'arthroTDM présentait une sensibilité et une
spécificité supérieure a I'IRM dans la détection morphométrique des Iésions chondrales de
I'articulation du genou(74-76). Ces résultats ont été affinés dans une étude récente de
Michalik et al(77). Ces auteurs ont mis en évidence que lors d’une arthroTDM la différence
moyenne de la taille des défects cartilagineux était de 3% par rapport a I'échantillon. De plus,
I'examen de chaque genou avec I'arthroTDM a été approximativement 20 minutes plus court
que la réalisation d’une IRM. En outre les limitations habituelles de I'lRM comme le matériel
implanté ferromagnétique ou des dispositifs électroniques et la claustrophobie ne sont pas
une contre-indication a I'arthroTDM. Elle constitue néanmoins une technique invasive par la
nécessité de la ponction articulaire et de I'irradiation qui contre-indique son utilisation durant

la grossesse et chez les enfants(78,79).
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2.1.2.6 IMAGERIE PAR RESONNANCE MAGNETIQUE (IRM)

2.1.2.6.1 DESCRIPTION

L'IRM est la modalité d'imagerie avancée la plus couramment utilisée pour le diagnostic et la
caractérisation de l'arthrose dans le cadre de la recherche(80). Malgré sa résolution de
contraste, I'lRM n'est pas systématiquement utilisée chez les patients atteints d'arthrose
compte tenu de son colt élevé et du manque de disponibilité immédiate dans les soins
primaires. Il est devenu un outil de recherche trés important en raison de sa capacité a évaluer
les structures non-osseuses, non visibles a la radiographie, y compris le cartilage articulaire,
les ménisques, les ligaments, la synovie, les structures capsulaires, les collections de fluides et
la moelle osseuse(81). De plus I'IRM permet de visualiser les structures adjacentes extra
articulaire telles que la capsule articulaire, les tendons, les ligaments extra-articulaires ou les
corps musculaires. L''RM a montré la présence d'une forte prévalence d'anomalies articulaires
méme chez les individus sans signe radiologique d'arthrose du genou (c.-a-d. KL 0) et sans
douleur au genou(82). Les études de l'arthrose, basées sur l'imagerie sont difficiles a
normaliser et ainsi a comparer en raison des différentes séquences disponibles plus ou moins
spécifique de I'étude de différentes structures de I'articulation. Par exemple, la séquence
Double Echo Steady State (DESS) avec suppression de la graisse est maintenant
spécifiguement utilisée pour la segmentation et la quantification volumétrique du cartilage
articulaire(83). L'IRM retardée du cartilage améliorée par le gadolinium (DGEMRIC pour
Delayed Gadolinium-Enhanced MRI of Cartilage)(84), a été développée et validée pour
caractériser les atteintes de la composition du cartilage associées a I'arthrose. La technique et
la séquence spécifiques d'IRM utilisée dans toute étude sur I'arthrose doit étre soigneusement
adaptée aux objectifs de cette étude. L'analyse IRM des lésions arthrosiques des articulations
est généralement classée en 3 catégories : techniques semi-quantitatives, quantitatives et
compositionnelles. En plus de ces techniques d'imagerie par IRM, I'IlRM a contraste amélioré
(CE pour contrast-enhanced) peut évaluer avec précision |'étendue de l'inflammation
synoviale(85). Bien que I'évaluation de la synovite devrait idéalement étre effectuée sur le CE-
IRM, il a été montré que les changements de signal du ligament adipeux de Hoffa détecté sur
I''RM non-CE sont des signes sensibles mais non spécifiques de la synovite patellaire par
rapport a I'lRM CE(85). De plus, il a été récemment montré que la synovite de Hoffa détectée

dans I''IRM est un signe précurseur de l'arthrose radiographique(86). Ces éléments constituent
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des pistes de recherche importantes afin d’établir le role de l'inflammation synoviale dans la
pathogénie de l'arthrose et aider au développement de thérapies préventives ciblant la

progression de |'arthrose du genou.

2.1.2.6.2 EVALUATION IRM SEMI-QUANTITATIVE

Une revue exhaustive des systemes de score semi-quantitatifs par IRM a récemment été
publiée(87). Le systéme de d’évaluation WORMS (Whole Organ Magnetic Resonance iMaging
Score) correspond a la mise au point d’'un systéme de notation unique qui regroupe en une
évaluation globale cumulée I'ensemble des scores d’évaluations existants(88). Ce systeme
d’évaluation WORMS a montré une excellente reproductibilité inter observateurs pour
chacune de ses composantes. Le KOSS (Knee Osteoarthritis Scoring System)(89) et le score
Boston Leeds Osteoarthritis Knee Score (BLOKS) (90) sont deux autres systemes d'évaluation
par IRM de I'arthrose du genou qui ont été introduits par la suite. lls sont tous deux tres fiables
et plus sophistiqués que le WORMS. Plus récemment, un nouveau systéme de notation appelé
le score d'arthrose du genou IRM (MOAKS pour MRI Osteoarthritis Knee Score) a été décrit et
validé. MOAKS fournit un systéme d’évaluation précis et robuste pour I'évaluation semi-
quantitative transversale et longitudinale de I'IRM du genou arthrosique(87) qui est congu en
fonction des expériences antérieures de BLOKS et d'autres outils de notation semi-
guantitatifs. Il a permis d'optimiser la notation des lésions de la moelle osseuse et du cartilage
(y compris I'évaluation sous-chondrale), d’affiner les éléments de la morphologie méniscale
(ajout de I'hypertrophie méniscale) et d’évaluer I'extrusion méniscale. Le systeme MOAKS a
ainsi démontré une fiabilité jugée de «trés bonne» a «excellente» pour une grande majorité
des caractéristiques incluses dans I'évaluation(91) et a été de plus en plus utilisé comme outil

prédictif de la progression de I'arthrose et pour le remplacement prothétique du genou (92).
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TABLEAU 8 PARAMETRES SEMI-QUANTITATIFS DES SCORES IRM D’ARTHROSE DU GENOU(87)

Components of semiquantitative MRI scoring systems of knee osteoarthritis

MOAKS (Compared with

full-thickness loss
Extent of any cartilage loss

Component BLOKS/WORMS)

BML Size Present with changes in scoring
Percentage area Omitted
Percentage lesion rather than cyst Present unchanged

Cartilage Size and percentage of Present with further subscoring

Omitted

Inflammation/edema Synovitis Present renamed as Hoffa synovitis
Effusion Present renamed as effusion
synovitis
Meniscus Extrusion Present unchanged
Signal change Present unchanged
Tear and degenerative process Present with further subscoring
Ligaments Tear Present unchanged
Osteophytes Present unchanged

Periarticular features

Present unchanged
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2.2 PARAMETRES QUANTITATIFS

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que I’évaluation de la dégénérescence arthrosique
quelle que soit la modalité d’imagerie faisait appel a une analyse qualitative ou semi
guantitative de plusieurs parametres morphologiques de la structure cartilagineuse. Malgré
I'intérét de ces systemes d’évaluation, ils demeurent imparfaits en termes de reproductibilité
intra et inter-observateurs. De plus ils ne permettent pas de différencier précisément les

stades les plus précoces d’arthrose.

L'objet de ce chapitre sera de lister et d’analyser les différents parametres quantitatifs
permettant de caractériser la dégénérescence arthrosique. Ces parameétres quantitatifs
peuvent étre regroupés de la maniére suivante : des parametres morphométriques (rugosité,
surface, épaisseur, volume...), des parametres structurels (propriétés biomécaniques,

composition biochimique, etc...).

Evaluation de la qualité du tissu
cartilagineux

1

| [
T
l ' Evaluation quantitative

!

Paramétres

Paramétres
structurels

morphométriques

[
[
' Etat de surface 2D et 3D ' Epaisseur et volume

Profilométrie Profilométrie IRM EPIC-microCT
directe indirecte

Propriétés
biomécaniques

Composition
biochimique

FIGURE 14 ORGANIGRAMME DES PARAMETRES QUANTITATIFS PERMETTANT D'EVALUER LA QUALITE DU TISSU
CARTILAGINEUX
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2.2.1 PARAMETRES MORPHOMETRIQUES

2.2.1.1 ETAT DE SURFACE 2D 3D

2.2.1.1.1 DEFINITION

L'analyse de la « rugosité » est sans nul doute le parametre morphométrique le plus pertinent.
En effet, a la vue des classifications histologiques qui constituent la référence pour la
graduation du stade arthrosique, I'analyse de la surface demeure le principal critére
permettant a |'histologiste de déterminer le grade arthrosique. Ceci explique que de
nombreux auteurs aient tenté de déterminer la rugosité avec différent type d’imagerie ou de

méthodes directes.

Cependant, au terme de rugosité qui est un terme qui releve de la mécanique, on doit préférer
le terme d’état de surface. En effet la rugosité en mécanique peut se définir comme « les
défauts micro géométriques de la surface ». IlIs sont évalués apres filtrage de la surface réelle
a l'aide d'un filtre passe-haut ne retenant que les longueurs d'onde latérales les plus courtes.
Les parametres de rugosité en profilométrie commencent par la lettre majuscule R suivie
d'une ou plusieurs lettres déterminant le type de parametre. Complémentaire a la rugosité,
I'ondulation regroupe les composantes de |'état de surface a plus grande longueur d'onde.
L'ondulation est obtenue par filtrage passe-bas et est parfois appelée ligne moyenne du profil.

Les parametres d'ondulation commencent par la lettre W.
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FIGURE 15 DECOMPOSITION DES ETAPES DE FILTRE EN PROFILOMETRIE POUR OBTENIR LA RUGOSITE (SOURCE ECOLE
CENTRALE DE LILLE)

2.2.1.1.2 PROFILOMETRIE DIRECTE

La méthode d’analyse gold-standard est bien s(ir la micro et nano profilométrie au stylet.

Smyth et al(93) ont ainsi analysé par profilométrie le profil de surface du cartilage de
différentes articulation et mis en évidence différentes rugosités suivant les articulations en
dehors de toute pathologie. Bien slr cette méthode a également permis de constater que le
profil de surface était modifié en fonction du stade arthrosique. Ceci était déja connu grace a
la microscopie de force atomique bien que cette technique exposait a une possible altération

des échantillons lors de leur préparation(94).

Ces méthodes de mesures directes ou semi-directes confirmant une relation linéaire entre
I'altération de la surface et le stade arthrosique, de nombreux auteurs ont recherché a évaluer
la capacité de modalités d’imagerie indirectes a déterminer le profil de surface cartilagineux

a I’échelle micrométrique(95).
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FIGURE 16 RELATION LINEAIRE ENTRE LE STADE ARTHROSIQUE ET LA RUGOSITE DE SURFACE 3D MICROMETRIQUE(95)

2.2.1.1.3 PROFILOMETRIE INDIRECTE

2.2.1.1.3.1 ULTRASONS

Parmi ces modalités, nous retrouvons I'imagerie par ultrasons. Le travail le plus important
dans ce domaine est celui de Saarakkala et al(96). Ces auteurs ont établi que la rugosité du
cartilage était significativement (p<0.005) augmentée dans les échantillons de cartilage
arthrosique. Ces résultats ont pu étre confirmés par les travaux de Hai-jun Niu et al (97).
Cependant la référence utilisée pour évaluer le stade d’arthrose dans ces études était une

échelle macroscopique.
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FIGURE 17 SCHEMA DE PROFILOMETRIE REALISEE PAR ECHOGRAPHIE (57)
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FIGURE 18 EXEMPLES D'IMAGE ECHOGRAPHIQUE MONTRANT UNE AUGMENTATION DE LA RUGOSITE LORSQUE LE STADE
ARTHROSIQUE EST PLUS ELEVE(53)

Depuis 2006, I'étude du profil de surface peut étre réalisé grace au microCT scan avec
contraste augmenté (Equilibrium partitioning of an ionic contrast agent via mCT (EPIC-mCT)
(98). Cette technique consiste aimmerger un échantillon dans un produit de contraste ionique
chargé négativement. Les GAG présents dans le cartilage articulaire sont chargés
négativement et constituent ce que I'on appelle la « densité de charge fixe » (FCD). Ainsi la
distribution du produit de contraste est inversement liée a la densité de charges négatives de
GAG. Lorsque I'équilibre de répartition est atteint les échantillons sont passés dans un

microCT.
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FIGURE 19 EXEMPLES D'IMAGES OBTENUES PAR EPIC-MICROCT EX VIVO SUR UNE ARTICULATION DE MANDIBULE CHEZ
L'HUMAIN.

L'IMAGE A) CORRESPOND A UNE COUPE SAGITTALE AVEC SA RECONSTRUCTION 3D B).LE TRAITEMENT DE CES IMAGES
PERMET D’OBTENIR UNE RECONSTRUCTION 3D DU CARTILAGE C) ET UNE CARTE D’EPAISSEUR DU CARTILAGE D) (101).

De nombreuses études, ont évalués I'EPIC-microCT pour son aptitude a évaluer
guantitativement I'atteinte du cartilage articulaire sur des modeles animaux(14,99,100,101).
Reece et al(102), ont ainsi étudié la capacité de cette technologie a quantifier la rugosité de

surface sur des modeles animaux.
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FIGURE 20 ANALYSE DE RUGOSITE SUR DES COUPES SAGITTALES DE PLATEAU TIBIAL MEDIAL ET DE RECONSTRUCTION 3D
DE SURFACE CHEZ DES RATS(102).

Les résultats de leur travail montrent une rugosité augmentée de maniére significative pour
les échantillons pathologiques. Néanmoins la résolution de cette technique reste limitée avec
un maximum de 16 microns de résolution par voxel. Cette limite exclut donc une comparaison

de cette technique a I'analyse histologique (résolution au micron).
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2.2.1.1.3.3 TOMOGRAPHIE PAR COHERENCE OPTIQUE (OCT)

L'imagerie par OCT (optical coherence tomography) permet d’apprécier les parametres d’état
de surface a une échelle microscopique. Les travaux de I'équipe de Nebelung ont en effet
démontré une bonne corrélation entre les grades arthrosiques histologiques et les profils de
surface 2D et 3D OCT(26,28,103,104). Mais comme pour I'EPIC-microCT, la résolution de I'OCT

ne permet pas sa comparaison a I'analyse histologique.

ocr Histology

Do DID4

DID1 DIDS

DID2 DID6

bip3 DID7

FIGURE 22 RECONSTRUCTION DE SURFACE 3D OCT ET LA COUPE HISTOLOGIQUE CORRESPONDANTE DE CONDYLE FEMORAL
HUMAIN(28)
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2.2.1.1.3.4 MICROSCOPIE ELECTRONIQUE (SEM)

Parmi les systemes d’imagerie, permettant d’étudier la rugosité du cartilage on retrouve la
microscopie électronique. Ces systémes d’imagerie permettent a présent la réalisation
d’'image en coupe et de reconstruction 3D. Gosh et al,(105,106) ont ainsi caractérisé la
rugosité du cartilage a I'aide de cette technologie a une échelle nanométrique. Cependant
I’échelle nanométrique s’éloigne des criteres d’évaluation du stade arthrosique qui sont

définis a une échelle micrométrique en pratique clinique.

"ACCY: Spot Magn y
| 500KV 30 500X ¢

iR

FIGURE 24 IMAGE DE LA SURFACE CARTILAGINEUSE METTANT EN EVIDENCE DES SIGNES D'USURE A UNE ECHELLE
MICROOMETRIQUE (FLECHES ROUGES) (105)
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FIGURE 25 RECONSTRUCTION 3D DE LA SURFACE CARTILAGINEUSE METTANT EN EVIDENCE DES SIGNES D'USURE A UNE ECHELLE
NANOMETRIQUE(105)

2.2.1.2 EPAISSEUR ET VOLUME

2.2.1.2.1 IRM

La mesure quantitative de la morphologie du cartilage en recherche clinique utilise
principalement les données de I'IRM 3-D pour évaluer les dimensions des tissus (comme
I'épaisseur et le volume) ou le signal en tant que variables continues. De nouveaux
biomarqueurs d'imagerie quantitative basés sur I'lRM (gMRI), tels que le volume et |'épaisseur
du cartilage, ont été mis au point pour remplacer les mesures conventionnelles de la
progression de I'arthrose, comme la réduction radiographique de l'interligne articulaire par
exemple(107-109). L'analyse quantitative IRM du volume du cartilage articulaire du genou a
I'aide de la séquence DESS et de plans rapides a faible angle est précise et fiable sur les IRM a
3 tesla(110) (figure 26). En plus de |'évaluation du cartilage articulaire, une méthodologie de
mesure a été adoptée pour effectuer une évaluation quantitative des autres tissus articulaires,

tels que la synovie ou les ménisques, et a considérablement amélioré la compréhension de la
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physiopathologie de I'arthrose. Ces potentiels nouveaux marqueurs sont actuellement en
cours de validation avec des tests associant des marqueurs moléculaires obtenus a partir de
sérum et d'urine(15,111)pour déterminer s’ils sont sensibles et/ou prédictifs de la progression
radiologique et symptomatique de I'arthrose du genou. Grace a ces efforts, il est de plus en
plus évident que des mesures quantitatives IRM des |ésions structurelles progressives dans
I'arthrose du genou pourront étre efficacement intégrées dans des études multicentriques et
permettront de prédire des résultats cliniques importants(111). Ainsi I'lRM quantitative a
montré que la perte de volume du cartilage articulaire du genou était plus élevée, en
particulier au centre du condyle tibial médial, au cours des deux années précédant le
remplacement prothétique du genou(112). Les évaluations volumétriques quantitatives du
cartilage ont été utilisées dans les grandes cohortes prospectives et ont montrés leur
supériorité par rapport aux techniques de suivi radiographiques conventionnelles(113).
Malgré ces résultats encourageant aucune étude n’a mis en évidence une corrélation entre

I’épaisseur/volume et le stade arthrosique.

FIGURE 26 COUPES IRM SAGITTALES DE GENOU HUMAIN AVEC SEGMENTATION DES ZONES DE CARTILAGE SUPPORTANT
LE POIDS DU CORPS(110)
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2.2.1.2.2 EPIC-mIcrROCT

Le micro CT contrasté est avec I'IRM 3D l'une des rares techniques d’'imagerie permettant
I’évaluation de I'épaisseur et du volume du cartilage. Les travaux de Xie et al(99) ont permis
de valider la précision de cette technique en comparaison au gold standard histologique.
Cependant comme pour I'IRM aucune étude n’a permis d’établir une relation entre le volume

ou I'épaisseur du cartilage et le stade arthrosique.
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FIGURE 27 EXEMPLE D'IMAGE EPIC-MICROCT (A)
COMPARAISONS DE L’EPAISSEUR MESUREE PAR EPIC-MICROCT ET HISTOLOGIE (B ET C) (99)
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2.2.2 PARAMETRES STRUCTURELS

2.2.2.1 PROPRIETES BIOMECANIQUES

2.2.2.1.1 DEFINITIONS

Le cartilage articulaire est une couche de tissus mou qui recouvre les épiphyses osseuses et
qui présente des propriétés de faible frottement et qui supporte les charges. |l permet ainsi
aux articulations d’assurer les fonctions biomécaniques de résistance a I'usure, de support de
charge et d’absorption des chocs. Du point de vue biomécanique, ses caractéristiques
reposent sur sa nature multiphasique. En effet ce tissu peut étre considéré comme un
matériau poreux, viscoélastique formé de 3 phases principales (une phase correspond aux

composants chimiques de propriétés physiques identiques) :

- Une phase solide composé principalement d’un réseau fibrillaire dense de collagéene de type 2
(15-20% du poids) entrelacé avec des macromolécules de protéoglycanes (PG, 4-7% du poids)

- Une phase liquide constitué d’eau (<80% du poids)

- Une phase ionique composé de différents électrolytes chargés positivement et négativement

(Na+, Ca++, Cl-, etc ; << 1%)

Ces 3 phases constituent un tissu remarquable car capable de résister a d’énormes charges en
compression (>3 fois le poids du corps) et aux forces combinées de cisaillement et de
frottement. Il a été ainsi démontré qu’au niveau de l'articulation de la hanche, les forces de

compression peuvent atteindre plus de 20MPa soit approximativement 210 kg/cm?2.

Afin de connaitre les propriétés d’'un matériau il faut déterminer son comportement
mécanique. La relation entre le stress que subit un matériau et la déformation engendrée est
connu sous le nom de loi constitutive. La loi constitutive la plus simple est la loi d’élasticité
linéaire ol la constante de proportionnalité entre la déformation et le stress est connu sous
le nom de module (ex, Module de Young, coefficient de Poisson, etc.) Le coefficient de Poisson
correspond au rapport entre la déformation transverse et la déformation axiale lorsqu’un
spécimen subit une compression axiale. Cependant pour la plupart des tissus

« orthopédiques » (cartilage, tendons, ligaments...) qui contiennent une part importante
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d’eau, la relation stress-déformation n’est pas linéaire. Lors de la mise en compression la
composante liquidienne du tissu sort a travers le tissu, comme |'eau d’'une éponge que l'on
écrase. La facilité qu’a le liquide a sortir de la matrice solide correspond a sa perméabilité. Le
fluide traversant la matrice solide poreuse génére une résistance frictionnelle trés élevée et
est donc le mécanisme primaire donnant lieu a la dissipation par friction responsable du
comportement viscoélastique du cartilage articulaire en compression. A ce jour, la théorie la
plus aboutie pour les comportements viscoélastiques compressifs du cartilage est la théorie

biphasique développée par Mow et al(5).

Le cartilage est ainsi considéré comme un matériau composite constitué d’une phase solide

et d’une phase liquide.

Par conséquent, seules trois propriétés de matériau sont nécessaires pour caractériser le
matériau biphasique linéaire, le module de Young E, le coefficient de Poisson et la
perméabilité hydraulique k. Le module Young de la matrice solide peut étre facilement
déterminé a partir d'un test de compression non confiné (rigure 29) (5,114). Le coefficient de
Poisson peut étre obtenu en utilisant une méthode optique pour mesurer |I'expansion latérale
d'équilibre sous compression non confinée(115). Dans la biomécanique du cartilage, au lieu
du module de Young, le module global est souvent utilisé pour décrire le tissu, car il peut étre
calculé directement a partir des données d'équilibre dans un test de compression confinée
(c.-a-d. La pression de charge divisée par la contrainte d'équilibre en compression). Dans un
test de relaxation de stress ou de fluage (Figure 28) de compression confinée ou non confinée,
la perméabilité hydraulique k peut étre déterminée en ajustant la courbe de fluage ou de

relaxation générée dans le test(114,116).

L'étude de la composition biochimique du cartilage a vu naitre la théorie biomécanique
triphasique. En effet les GAG présent dans la matrice cartilagineuses sont porteurs d’ions
sulfates SO3- et carboxyl COO-chargés négativement. Ces ions (appelés aussi densité de
charges fixes, FCD) sont responsables d’un excés de pression liquidienne a l'interieur du tissu
connu sous le nom de pression osmotique de Donnan(116,117). Les propriétés viscoélastiques
apparentes de la phase solide du cartilage seraient selon les travaux de recherche les plus
récents dus a 40% a la pression osmotique de Donnan et pour le reste aux propriétés

intrinseque de la matrice solide(118).
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Afin d’apprécier les propriétés biomécaniques du cartilage et leurs modifications en cas
d’arthrose, plusieurs tests peuvent étre réalisés. Ces méthodes d’évaluation peuvent étre

directes ou indirectes ; nous vous proposons de vous les décrire dans les chapitres suivants.

2.2.2.1.2 TESTS DIRECTS

2.2.2.1.2.1 PERMEABILITE

La perméabilité est déterminée en appliquant la loi de DARCY : le débit par unité d’aire est

égal au gradient de pression multiplié par le coefficient de perméabilité hydraulique du tissu.

La perméabilité est diminuée dans les couches profondes et dépend de la composition de la
phase liquide et de la déformation du cartilage. Celle-ci est en moyenne de 10715 a 10716
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FIGURE 28 REPRESENTATION D'UNE INSTALLATION PERMETTANT DE DETERMINER LE COEFFICIENT DE PERMEABILITE DU
CARTILAGE(7)
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2.2.2.1.2.2 TESTS DE COMPRESSION

Les tests de compression peuvent étre réalisés de 3 maniéres : test d’indentation, test en

compression non confinée ou confinée.

Permeable
piston s

Cartilage
sample

Confining chamber

FIGURE 29 REPRESENTATION DES 3 TYPES DE TESTS DE COMPRESSION : TEST D'INDENTATION, TEST DE COMPRESSION
NON CONFINEE ET CONFINEE(7)

De plus la compression exercée peut étre statique, dynamique et combinée ou pas a du

cisaillement.
Ramp & Hold Transient- Dynamic Dynamic Shear
to - Static Compression Compression

strain| straml ::‘r:?r: I_%W_ Sne
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FIGURE 30 REPRESENTATIONS DE L'ORIENTATION DES FORCES POUR LES DIFFERENTS TYPES DE TESTS EN COMPRESSION(7)
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Ces tests en compression permettent de caractériser la raideur du cartilage a partir du module
de Young par exemple. Il est intéressant de noter que la raideur du cartilage augmente avec
la concentration en GAG mais est indépendante de celle en collagéne. A l'inverse lorsque la
concentration en eau augmente le cartilage devient moins raide et plus perméable. Par
ailleurs le module de Young dépend de la vitesse a laquelle s’exerce la compression. Plus la
vitesse est élevée plus le module est élevé. Autrement dit lors de mise en charge lente le
cartilage est capable de s’adapter et de résister alors que lors de mise en charge rapide le

cartilage ne peut pas s’adapter a la compression et devient vulnérable a des lésions.

Les tests de tension permettent de déterminer le module de tension du cartilage. Ces tests
mettent en avant que plus le cartilage est soumis a des stress en tension important moins de
cycles sont nécessaires pour observer la faillite du cartilage. Et ces propriétés de résistance
diminuent avec I'age.
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FIGURE 31 COMPARAISON DES STRESS DE TENSION A LA RUPTURE EN FONCTION DU NOMBRE DE CYCLES EXERCE SUR LE
CARTILAGE EN FONCTION DE L'AGE DES SUJETS(7)

65



2.2.2.1.2.4 TEST DE CISAILLEMENT

Les tests en cisaillement combinés a de la compression correspondent aux conditions

biomécaniques in vivo. Ces tests sont réalisés comme sur le schéma ou le cartilage est pris

entre 2 plateformes fixes se déplacant transversalement.
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FIGURE 32 TESTS DE CISAILLEMENT EX VIVO ET JUSTIFICATION ANATOMIQUE(7)

Les études biomécaniques sur I'effet du cisaillement sur le cartilage mettent en avant le role

essentiel de la concentration en collagéne pour pouvoir résister aux forces de cisaillement.
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FIGURE 33 RELATION ENTRE LA RESISTANCE AUX FORCES DE CISAILLMENT ET LA CONCENTRATION EN COLLAGENE DU

CARTILAGE(114)
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2.2.2.1.3 METHODES D’EVALUATION INDIRECTES

Comme les propriétés mécaniques du cartilage sont intrinsequement liées a sa structure et a
sa composition, il est possible de procéder a des évaluations indirectes de la mécanique du
cartilage en examinant histologiquement la structure tissulaire et les volumes constitutifs. En
particulier, I'architecture du réseau de collagene et la concentration de protéoglycanes
peuvent étre utilisées pour fournir une mesure approximative des propriétés élastiques (119-
121). Des modeéles mécaniques ont ainsi été combinés avec des méthodes histologiques
permettant de déterminer la teneur en protéoglycane, ainsi que la densité et I'orientation des
fibrilles de collagene(122,123). Le volume relatif de protéoglycanes dans un échantillon peut
étre déterminé en colorant le tissu en utilisant du Safarin O et ensuite en analysant les
résultats avec la densitométrie numérique(119,123). L'information de densité et d'orientation
des fibrilles de collagéne peut étre extraite a l'aide d'une microscopie optique
polarisée(122,123). L'architecture du collagene du cartilage articulaire est particulierement
intéressante pour les chercheurs en raison de ses effets sur le comportement matériel sous

charge.

L'échographie a été utilisée pour évaluer indirectement les propriétés mécaniques du tissu de
cartilage in vivo (sous arthroscopie) et in vitro. La vitesse du son, I'énergie rétrodiffusée et son
atténuation dans des échantillons de cartilage dépendent toutes des propriétés mécaniques

du tissu(124-128).

Les réflexions des ultrasons pour le tissu cartilagineux in vivo, enregistrées a l'aide d'un
transducteur planaire de fréquence centrale 10 MHz, ont été traitées par une série de
transformées des ondulations pour fournir des informations concernant le module
approximatif de Young et l'intégrité structurelle du cartilage(129). Une corrélation a été
constatée entre 'amplitude de la carte d'ondulation du module de Young et le module agrégé
(module déterminé par les protéoglycanes) du cartilage(129). Une réduction de I'amplitude
et une augmentation de la durée des échos sur la carte des ondulations correspondaient a

une dégénérescence du cartilage compatible avec les indications de qualité de I'échelle de

67



Outerbridge(129). Récemment les travaux de (130) ont montré une corrélation entre la
combinaison de plusieurs parametres échographiques (parametres de surface et d’énergie
rétrodiffusée) et la classification de Mankin. La corrélation n’était élevée que pour les stades

précoces d’arthrose sans que les auteurs ne puissent en expliquer la raison.

Bien que des liens entre les parametres ultrasoniques et les propriétés mécaniques globales
et superficielles du tissu cartilagineux aient été trouvés, les mesures ne sont pas suffisamment
cohérentes pour en extraire des valeurs d'élasticité. L'information fournie par ces méthodes
ultrasoniques est de nature globale et limitée, en particulier aux fréquences plus élevées (55

MHz) utilisées, a une application in vitro ou sous arthroscopie in vivo(131).

L'élastographie est une technique combinant le suivi des signaux ultrasonores enregistrés a
partir de réflecteurs identifiés, dans un échantillon avant et apres qu'il soit soumis a un
déplacement(132). Elle a été largement utilisée, aux fréquences d'échographie médicale
conventionnelle (par exemple a 5,5 MHz pour la prostate), comme méthode de détection du

cancer pour remplacer la palpation manuelle (133).

Des tests d'élastographie a ultrasons quasi-statiques ont été effectués (a la fois confinés et
non confinés) sur des échantillons de cartilage in vitro(125,134). L'élastographie a été adaptée
pour étre appliquée a des matériaux tels que le cartilage articulaire et la peau en augmentant
la fréquence et donc la résolution axiale. On pense que les réflexions de la matrice du cartilage
proviennent principalement des groupes de chondrocytes et des fibrilles de
collagéne(126,135). Le probleme principal avec l'application de signaux de fréquence plus
élevée est l'augmentation de |'atténuation du signal, entrainant une diminution de la
profondeur de propagation. Ceci limite l'intérét de [I'élastométrie a un usage de
recherche(136) en particulier dans le monitoring de I'élaboration de tissu cartilagineux de

synthése.
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Pour les études in vitro du cartilage, I'imagerie par résonance magnétique offre une résolution
extrémement élevée des caractéristiques structurelles(122,137,138). La capacité de ne
réaliser que des mesures mécaniques indirectes, le co(t financier élevé des mesures sont des
facteurs limitants pour les techniques de résonance magnétique. Les images détaillées de
résonance magnétique nécessitent un long temps d'acquisition, ce qui peut entrainer des

mouvements de patients involontaires réduisant la qualité des résultats.

Dans les travaux suivants (122,137,138), les informations obtenues a partir des temps de
relaxation mesurés a l'aide de T1 (liées aux propriétés mécaniques spécifiques des
protéoglycanes) et T2 (liées aux propriétés mécaniques spécifiques du collagéne) ont été
combinées, avec des données mécaniques obtenues en utilisant un test de compression non
confinée. lls ont conclu que, pour l'imagerie fonctionnelle du cartilage utilisant I'IRM,
I'information T1 pourrait étre utilisée pour estimer les propriétés de la matrice non fibrillaire
(principalement les caractéristiques des protéoglycanes) et T2 pour étudier I'architecture du

collagéne. Cependant T2 n'était pas fiable pour déterminer I'élasticité tissulaire.

L'IRM a également été utilisée pour effectuer des techniques d'élastographie car les positions
et les mouvements des structures internes peuvent étre cartographiés sous des excitations
dynamiques a haute fréquence (139,140). L’élastographie par résonance magnétique (MRE)
n’a cependant fait la preuve d’un intérét que pour I'évaluation in vitro des propriétés des

tissus cartilagineux de synthése, notamment leur résistance aux forces de cisaillement(139).

2.2.2.2 COMPOSITION BIOCHIMIQUE : TENEUR EN GLYCOSAMINOGLYCANES (GAG) ET EN

COLLAGENES

2.2.2.2.1 INTERET

Nous I'avons vu précédemment, la composition biochimique du cartilage est un élément
fondamental pour expliquer les propriétés biomécaniques de viscoélasticité et de porosité du
cartilage. Par exemple, la résistance a la compression du cartilage dépend de sa concentration

en GAG(7,8). Ainsi ’lhoméostasie de ces composants biochimiques lorsqu’elle est perturbée
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est le témoin indirect et précoce du processus pathologique dégénératif
arthrosique(82,84,87). Différentes techniques d’imagerie haute résolution permettent une

évaluation indirecte de la composition biochimique du cartilage articulaire.
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FIGURE 34 CORRELATION ENTRE LA RESISTANCE A LA COMPRESSION DU CARTILAGE ET LA CONCENTRATION EN
GLYCOSAMINOGLYCANES(7)

2.2.2.2.2 IRM

L'IRM compositionnelle (dGEMRIC et T1rho) permet de visualiser les propriétés biochimiques
de différents tissus articulaires. Elle a le potentiel de détecter des changements biochimiques
précoces dans la matrice extracellulaire du cartilage qui précedent les changements
morphologiques(141). En raison de l'importance bien documentée du collagene et des
glycosaminoglycanes (GAG) sur l'intégrité structurelle et fonctionnelle du cartilage, les efforts
visant a développer des techniques d'IRM pouvant interagir avec les macromolécules du
cartilage ont mis l'accent sur le collagéne et les GAG(142). Les techniques avancées d'IRM,
telles que dGEMRIC et Tirho, tirent avantage de la concentration élevée de GAG dans le

cartilage hyalin sain et peuvent ainsi détecter toute perte de GAG au sein du tissu.

La technique de cartographie T2 est sensible aux concentrations de combinaison complexe
d'orientation du collagene et d'hydratation du cartilage. Récemment, il a été démontré que la
cartographie T2 chez les patients présentant une douleur antérieure du genou présente des

valeurs élevées de T2 au niveau du cartilage. Cela peut refléter une altération du collagéne
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due a une chondromalacie précoce (ramollissement) ou une augmentation de la teneur en
eau liée a des pressions de contact altérées(143). Les valeurs de relaxation T2 sont mesurées
en utilisant l'intensité du signal de chaque temps d'écho pour chaque voxel, dans des régions
de cartilage présélectionnées d’intérét. Le cartilage normal peut présenter des valeurs T2 plus
élevées dans la zone superficielle dans une analyse multicouche. Cependant, une fois la
couche superficielle perdue en raison de la progression de I'arthrose, seules les fibres
profondes denses restent. Cela rend I'analyse laminaire peu fiable dans les cas d’arthrose
(141) avancée. T1rho est semblable a la cartographie T2, sauf qu'elle contient une impulsion
de radiofréquence supplémentaire, qui est généralement appliquée aprées la bascule de
I'aimantation dans un plan transversal. L'appauvrissement de la teneur en protéoglycanes du
cartilage articulaire entraine une altération des valeurs T1rho. Des études récentes tendent a
montrer que la cartographie T1rho pourrait étre prometteuse en tant que marqueur sensible

et quantitatif de la teneur macromoléculaire dans I'arthrose débutante(141).

D'autres nouvelles séquences d'IRM de composition, telles que l'imagerie sodique et
I'imagerie par diffusion, ont été développées plus récemment(142,144) et elles sont encore

en cours d’évaluation.

2.2.2.2.3 Eric MICROCT

Dans les chapitres précédents nous avons vu l'intérét de I'EPIC-microCT pour I"évaluation
quantitative de I'atteinte du cartilage articulaire sur des modeles animaux(14,99-101). Les
travaux de Xie et al (14) ont en particuliers démontré que I'Epic-microCT permettait de
déterminer la concentration en GAG avec une trés grande sensibilité et une excellente
résolution spatiale. Cependant cette imagerie n’a pas encore fait I'objet d’étude in vitro ou in
vivo sur des échantillons de cartilage humain. Il n’a pas été ainsi possible d’en déterminer

I'intérét dans le diagnostic d’arthrose précoce.
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2.3 SYNTHESE

Cette revue de la littérature, sans prétendre a I'exhaustivité, a permis de lister les principaux
parameétres actuellement identifiés pour permettre de qualifier la qualité du tissus

cartilagineux.

Il est intéressant de noter que I’histologie avec la classification OARSI reste la référence pour
grader le stade d’arthrose. En effet, nous avons vu précédemment que les classifications
arthroscopiques (ICRS, Outerbridge) ne sont pas adaptées pour étudier les stades d’arthrose
précoce et que les évaluations a I’échelle histologique sont a privilégier pour caractériser ces
Iésions(21). La classification OARSI repose principalement sur I'analyse de I’état de surface a
une échelle de 'ordre du micron. On constate que peu d’outil d’'imagerie permettent de
répondre a ce cahier des charges. En effet les techniques d’IRM apportent essentiellement
des informations sur la structure cartilagineuse voire son volume. L'échographie, la
tomodensitométrie, I'OCT quant a elles ne bénéficient pas d’une résolution suffisante pour
pouvoir répondre aux exigences des classifications histologiques. A I'opposé la microscopie
électronique présente une résolution nanométrique qui va bien au-dela des criteres de

pertinence clinique.

Un autre aspect concerne les parametres quantitatifs, autres que ceux utiles pour I'étude de
I’état de surface. Il faut noter que ces différents critéres (propriétés biomécaniques, volume,
teneur en GAG, etc...) sont tres rarement confrontés au gold standard histologique. Il est donc
tres difficile d’apprécier leur intérét dans le cadre d’une utilisation clinique et de pouvoir
comparer leur pertinence entre eux. Par ailleurs I'intérét vis a vis de certains parametres
guantitatifs (concentrations en GAG ; épaisseur; propriétés viscoélastiques) semble étre
limité a des expériences in vitro tant la variabilité au sein d'une méme structure anatomique

non pathologique est naturellement importante.

L'objectif du prochain chapitre sera de déterminer si I’'OCT grand champ trouve une place
parmi ces outils d’évaluation en se basant sur les critéres qualitatifs OARSI et quantitatifs

d’état de surface qui semblent du point de vue clinique les plus pertinents.
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TABLEAU 9 SYNTHESE DES DIFFERENTES MODALITES D'IMAGERIE PERMETTANT DE CARACTERISER LE TISSU CARTILAGINEUX

Modalités d'imagerie

Radiographie
Echographie

Tomodensitométrie
EPIC-MicroCT
ArthroTDM
CBCT

IRM
T1,T2
T2*

Tlp
dGEMRIC

oCcT
Microscopie électronique

Parameétres de caractérisations du tissu cartilagineux

Morphométriques

Etat de

surface

non
oui

oui
oui
non

non
non

non
oui
oui
oui

Volume/

épaisseur

oui
oui

oui
oui
non

oui
oui
oui
oui
non
non

Structurels

Parameétres

biomécaniques

non
oui

non
non
non

non
oui
oui

non

non
non

Composition

biochimique

non
non

oui
non
non

oui (collagénes)
oui (collagénes)
oui (GAG)
oui (GAG)

non
non

Résolution

Imm
30uma 1.5mm

82625 um
16 um

625 um
625 um

13.7 3 540 pm

10 um
1nm

Application

clinique

oui
oui

non
oui
oui

oui

essais limités
essais limités
oui

oui
laboratoire

Invasif ?

non
oui (méthode dépendant)

oui minime (infiltration)
oui
oui minime (infiltration)
non

non
non

non
oui minime (infiltration)
oui
oui
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3 INNOVATION RELATIVE A L'EVALUATION DE LA QUALITE DU TISSU

CARTILAGINEUX PAR L'OCT GRAND CHAMP.

Ce chapitre constitue le « core » expérimental de ce travail de thése sur [|'utilisation et
I’évaluation de I'intérét du systeme d’imagerie optique OCT grand champ pour I’étude du tissu

cartilagineux.
Le chapitre sera organisé comme suit :

- Dans la premiere partie, chapitre 3.1 page 75, nous présenterons la technologie OCT
et ses principes. Les spécificités de I'OCT grand champ seront également mises en
avant et les différences par rapport a I’'OCT conventionnelles explicitées.

- Dans la deuxiéme partie, chapitre 3.2 page 83, les travaux expérimentaux seront
développés. Les évaluations descriptives, qualitatives puis quantitatives seront

successivement rapportées.

3.1 INTRODUCTION A L’OCT GRAND CHAMP

3.1.1 PRINCIPES DE L'OCT CONVENTIONNEL

La tomographie en cohérence optique (OCT) est une technique relativement récente, en
pleine expansion dans le domaine de I'imagerie microscopique des tissus biologiques. Le
premier systéme OCT est apparu en 1991. Il a été réalisé par les chercheurs du Massachusetts

Institute of Technology(145).

Il existe également d’autres systemes d’imagerie optique tels que la microscopie confocale et
la microscopie non linéaire. Cependant I'OCT offre certains avantages par rapport a ces
techniques existantes : c’est une méthode non invasive et non destructrice, facile a utiliser,
c’est une technique de trés haute résolution et d’une haute sensibilité. Cette technique

(résolution 10 um, pénétration 200-400 um) se situe ainsi a mi-chemin entre |'échographie
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par ultrasons (résolution 150 um, pénétration 10 cm) et la microscopie confocale (résolution

0,5 um, pénétration 200 pum).

L'OCT est basée sur une technique d’interférométrie qui implique l'utilisation de sources de
faible cohérence temporelle. Elle est en fait I'extension d’une autre technique d’imagerie du
tissu biologique : LCI (low time-coherence interferometry) (146,147). L'imagerie LCl est une
méthode permettant d’obtenir des images a une dimension (1D) des tissus par la mesure du
profil en profondeur de la réflectance lumineuse. Les principes de cette méthode sont illustrés
Figure 35 page 77. L’échantillon est placé dans le bras de mesure d’un interférometre de
Michelson. La distribution en profondeur de la réflectivité de I’échantillon est déterminée par
une corrélation entre le faisceau issu des différentes interfaces constituants I’échantillon et le
faisceau réfléchi par le miroir de référence en translation. En modifiant la longueur du bras
référence, un profil en profondeur est obtenu en fonction de la différence entre les longueurs
des deux bras ou en fonction du retard temporel entre I'impulsion issue du bras référence en
translation et les différentes impulsions réfléchies par les interfaces du bras échantillon(148).
Cette technique a été appliquée a la mesure de I'épaisseur de la cornée(149) et de la

profondeur de I'oeil(150).

L’OCT en revanche fournit des images bidimensionnelles de I’échantillon étudié par I'addition
d’un dispositif déplacant latéralement I'échantillon ou balayant le faisceau lumineux. On
accéde ainsi a des reconstructions d’'images 2D (145) ou 3D(151,152). Les systemes OCT sont
essentiellement des interférometres utilisant des sources de lumiere a faible cohérence. Le
miroir du bras échantillon de I'interférométre de Michelson est remplacé par un échantillon
biologique qui devient la cible a imager. Le bras référence contient un dispositif qui change la
différence de chemin optique dans l'interférométre pour faire un scan en profondeur de la
cible. D’autre part des dispositifs pour un scan transversal sont installés dans le bras de
I’échantillon pour imager point par point une zone de la cible et réaliser des tomogrammes en

2D et 3D. Un schéma d’un instrument OCT fibré est montré sur la Figure 36.

Le systeme OCT sonde la profondeur de I’échantillon et permet d’enregistrer des signaux
d’interférence au cours du temps par le détecteur. A 'aide de la translation du miroir de
référence, on modifie la différence de chemin optique entre les deux bras de I'interférometre.

Un signal d’interférence défile sur le détecteur a chaque différence de chemin optique nulle
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ou inférieure a la longueur de cohérence de la source entre le miroir de référence et une
interface de I’échantillon. En d’autres termes, pendant la translation du miroir de référence,
a chaque fois qu’un signal d’interférence apparait sur le détecteur, on sait qu’une interface de
I’échantillon (située a la méme distance que le miroir de référence en translation) réfléchit
une impulsion corrélée a I'impulsion issue du miroir de référence. On dresse ainsi au cours du
temps, un profil de réflectivité en profondeur (au fur et a mesure que le bras référence se

déplace) de toutes les couches qui constituent I’échantillon.

miroir
| E—
bras
échantion
lame
séparatrice
source miroir
lumiére référence
scan z

détecteur

FIGURE 35 SCHEMA D'UN SYSTEME D'IMAGERIE PAR INTERFEROMETRIE (SOURCE THESE OUADOUR-ABBAR)
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Miroir de
o 4 % référence
Interférométre /

a fibre optique

Source de
faible cohérence

Balayage
transversal

l:'y
N

Détecteur

Objet

FIGURE 36 SCHEMA D'UN SYSTEME D'IMAGERIE OCT (SOURCE THESE OUADOUR-ABBAR)

3.1.2 SpecIFICITES DE L'OCT GRAND CHAMP (LIGHT CT LLTECH)

L’OCT grand champ est un interférometre de Michelson dans lequel un objectif microscope
est placé dans chaque bras. L'OCT grand champ Light-CT LLTech, développée par la société
LLTech Imaging, et utilisée dans le cadre de ce travail, capture des images « en face »
directement grace a une caméra megapixel et une paire d’objectifs microscopes. Le terme
« en face » signifie que la dimension axiale a été remplacée par I'addition d’intensité de voxels
permettant d’obtenir directement une image comme vue par un ceil « en face » de |'objet,
similaire aux techniques d’imagerie 2D. Par ailleurs, I'interférometre peut étre déplacé pour
passer le plan focal a travers différentes profondeurs sous la surface pour créer une image
tomographique 3D. La capture "En face" permet a Light-CT de fonctionner avec une résolution
latérale élevée (typiquement ~ 1um) en utilisant des objectifs de microscope a ouverture
moyenne ou grande. Une source lumineuse incohérente illumine tout le champ des objectifs

des microscopes. En raison de la faible cohérence temporelle de la source, I'interférence ne
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se produit que lorsque les longueurs de chemin optique des deux bras de l'interférométre
sont identiqgues a 1 um. Lorsqu'un échantillon biologique est placé sous I'objectif du
microscope dans le bras échantillon, la lumiére réfléchie par le miroir de référence interfere
avec la lumiere réfléchie ou rétrodiffusée par les structures d'échantillon contenues dans un
volume limité. Le traitement du signal en temps réel est appliqué lors de I'exploration en
profondeur de I'échantillon. La pile d'images est ainsi optimisée pour permettre I'imagerie 3D.
Les caractéristiques techniques de I'OCT grand champ Light-CT Scanner LLTEch sont résumées
dans le tableau présenté rigure 38. Ainsi, les spécifications de ce systeme OCT de source a
balayage a 35 Hz (Light-CT Scanner LLT) sont une résolution de profondeur optique (axe z) de
1 um, une résolution latérale (axe x et y) de 1,5 um, et une profondeur de pénétration

maximale de 1mm.

Camera CCD

P Piezo
Spectre trés peu cohérent i Oscillation < 1um

s

Miroir (reference)

_."“ . Longueur
il "
cohérence

O lm I l l I""" de LED verte

4

Objectifs de
microscope

_7
L)

Echantillon

FIGURE 37 REPRESENTATION DU SYSTEME OCT GRAND CHAMP LLTECH (SOURCE LLTECH)
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Light-CT Scanner technical data

Dimensions 310 x 360 x 700 mm

Weight 20 kg

Main input voltage, frequency and current 100 to 240 V ~AC, 50 to 60 Hz, 3A
OC IEC 610101

Compliance to international standards OC IEC 61326-1
CE — Research Use Only

Axial resolution 1 um

Transverse resolution 1.5 um

Field of view 0.8 mm x 0.8 mm

Maximum Field of view (with mosaicing) 25 mm diameter

Maximum sample size 27 mm diameter x 5 mm height

Penetration depth 200 ymto 1 mm

Frame rate 35 Hz

Snapshot camera resolution

e . 50 ym

(widefield sample image)

Image formats DICOM; export JPG, TIFF, PNG
Light-CT Scanner unit
PC

Included in package )
High-end screen

Acquisition and viewing software

FIGURE 38 SPECIFICATIONS DU SYSTEME LLTECH (SOURCE LLTECH)

3.1.3 CHAMP D’APPLICATIONS ACTUELS

L'OCT grand champ est un systéme d’imagerie haute résolution permettant une imagerie des
tissus biologiques au niveau cellulaire. lls permettent de réaliser des biopsies virtuelles en
temps réel de manieére non invasive et non destructrice. Les premiers cadres d’application
cliniques de ces systémes ont été les diagnostics rapides ex-vivo en oncologie gynécologique
et en oncodermatologie(153-155). En 2016, les OCT grands champ ont été également utilisés
dans le domaine de I'imagerie rétinienne(156,157). Des applications cliniques prometteuses

en urologie notamment pour le diagnostic de cancer de la prostate ont vu le jour(158).

80



3.1.4 OCT GRANDS CHAMP POUR L’ETUDE DU CARTILAGE

Durant les cing derniéres années, I'imagerie par cohérence optique tomographique (OCT) est
apparue comme un outil d'imagerie innovant intéressant pour I'évaluation cartilagineuse. De
nombreuses études ont démontré son intérét dans le « grading » des Iésions arthrosiques. Sa
pertinence est proche de I'analyse histologique qui demeure malgré tout le gold standard
dans le classement des lésions cartilagineuses. Néanmoins, méme si I'OCT semble tres
intéressante pour évaluer la surface cartilagineuse, sa résolution (15 um en moyenne)
demeure insuffisante pour fournir des informations qualitatives sur la céllularité

cartilagineuse ou sur son organisation structurale.

Dés lors, nous sommes en droit de nous poser la question de l'utilisation de I’OCT grand
champ qui permettrait potentiellement de réaliser une imagerie cartilagineuse, idéalement
in vivo, avec une résolution de I'ordre du micron. Cela pourrait permettre d’obtenir des
informations structurales et cellulaires, non accessibles par OCT conventionnelle. Les
systemes d’imagerie non-invasif actuellement utilisés ne permettent pas de réaliser un
grading de lI'arthrose. L’arthroscopie, souvent considérée comme le gold standard pour
I’évaluation du cartilage, présente une faible reproductibilité inter-observateur. C’est ainsi
que les chirurgiens orthopédiques, entre autres, souhaitent maintenant disposer de
nouveaux outils d’évaluation peropératoire, non seulement qualitative ou semi-

quantitative, mais réellement quantitative, objective et reproductible.

Dans ce but, I'OCT grand champ pourrait apporter des données intéressantes. A notre
connaissance, il n'y a aucune étude dans ce domaine concernant I'évaluation du cartilage.
Nous supposons que le cartilage peut étre difficile a étudier avec I'OCT grand champ, car il
présente une forte densité comparée aux tissus mous. D’autre part, son évaluation nécessite

généralement une surface plus importante a analyser.
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TABLEAU 10 COMPARAISON DES SPECIFICITES TECHNIQUES D'UNE OCT CONVENTIONNELLE ET D'UNE OCT GRAND CHAMP

OCT Conventionnel OCT Grand Champ
Résolution axiale 15 um 1um
Résolution transverse 15 um 1.5 um
Champ de vue 10 mm X 10 mm 0.8 mm x 0.8 mm
Champ de vue Maximum 850 mm x 1350 mm 25 mm de diametre
Pénétration maximale 2.5 mm 200 um a1l mm
Fréquence 28 Hz 35 Hz

FIGURE 39 IMAGES D'UN ECHANTILLON DE CARTILAGE EX-VIVO IMAGE PAR OCT CONVENTIONNELLE A GAUCHE ET PAR FFOCT A DROITE
COMPARAISON QUALITATIVE DE 2 TYPES D’IMAGES OCT D’UN ECHANTILLON EX-VIVO DE CARTILAGE. A GAUCHE, UNE IMAGE OCT ET A
DROITE UNE IMAGE FFOCT. L'IMAGERIE FFOCT PERMET, ENTRE AUTRES, DE DISTINGUER DES VACUOLES QUI REPRESENTENT LA
LOCALISATION DES CELLULES DU CARTILAGE.
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3.2 EVALUATION DES LESIONS DU TISSUS CARTILAGINEUX PAR L’OCT GRAND

CHAMP.

3.2.1 JUSTIFICATION

La dégénérescence précoce du cartilage peut étre réversible, mais il est actuellement difficile
d'identifier la maladie cartilagineuse avant le développement de changements irréversibles.
Cela signifie que le diagnostic d'arthrose est généralement établi tard dans le processus de la
maladie, lorsque le cartilage a atteint un point ou il ne peut pas étre réparé et le traitement
est donc limité a celui d’'une maladie relativement avancée(159-161). Le développement
d'une technique capable de détecter et de surveiller de fagon précoce la dégénérescence
cartilagineuse est donc crucial pour le diagnostic clinique et I'évaluation du stade de I'arthrose
et pour développer, évaluer et employer des traitements « modificateurs » de la maladie et

des stratégies préventives.

Malgré les progres récents dans le domaine de I'arthrose et de I'imagerie du cartilage, aucune
modalité d'imagerie clinique couramment utilisée n'a la capacité d'évaluer précisément et de
surveiller les changements dans la dégénérescence du cartilage. Actuellement, la radiographie
est le gold standard pour établir un diagnostic d'arthrose basé sur I'imagerie. La gravité est
estimée a I'aide de systemes de notation semi-quantitatifs, le plus largement accepté étant le
systéme de notation de Kellgren et Lawrence(36). Cependant, la technique souffre d'un
mangque de spécificité et de sensibilité(81). La tomodensitométrie (CT) apporte I'avantage de
I'imagerie 3D, mais l'inconvénient, comme pour la radiographie, est I'exposition aux
rayonnements(162). L'échographie externe permet une imagerie multiplanaire en temps réel
a un colt relativement faible, mais la technique est dépendante de l'opérateur et la
profondeur a laquelle le signal peut pénétrer est limitée(81). L'IRM fournit une évaluation
guantitative objective de la morphologie et de l'intégrité du cartilage articulaire, mais des

limitations importantes existent et incluent le co(t et le temps d'acquisition(161).

Pour I'évaluation in vivo du cartilage, I'arthroscopie est le gold standard clinique actuel. Il
permet l'inspection visuelle directe et le sondage mécanique de la surface du cartilage.
Cependant, le classement des Iésions cartilagineuses dépend de l'interprétation subjective du
chirurgien, ce qui entraine une mauvaise reproductibilité inter-observateur(163,164). Afin de

fournir des informations quantitatives, différentes techniques guidées par arthroscope ont
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été introduites ces derniéres années, y compris des dispositifs d'indentation pour mesurer la
rigidité du cartilage(165) ou l'intégration d'un transducteur a ultrasons miniature a la pointe
de l'instrument d'indentation pour mesurer I'épaisseur du cartilage. Cependant, ces deux

techniques sont limitées par leur fiabilité et leur résolution (166).

La tomographie par cohérence optique (OCT) a été proposée comme un moyen de surmonter
les limites de l'imagerie arthroscopique conventionnelle et la classification du cartilage
(166,167). La faisabilité d'utiliser I'OCT pour évaluer le cartilage a d'abord été étudiée par
Herrmann et al, qui ont signalé que des fibrilles et fibroses peuvent étre identifiées dans les
images OCT (168). La valeur de I'OCT pour le diagnostic d’arthrose du cartilage a depuis été
évaluée avec de bons résultats en utilisant le cartilage du genou humain ex vivo (103,104,169),
in situ (169) et in vivo a la fois arthroscopiquement (170,171) et en chirurgie a ciel ouvert(172).
En outre, une forte corrélation entre les images OCT et I'histologie du genou humain a été
démontrée (169,172). En raison de la nature opérateur dépendante de ['évaluation
qualitative, les activités de recherche récentes se sont concentrées sur I'analyse quantitative
d'images basée sur I'OCT afin d'obtenir une évaluation plus objective et plus fiable de la

dégénérescence du cartilage (28,171,173-175).

Une évaluation plus précise du cartilage est possible grace a la tomographie par cohérence
optique grand champ (FFOCT). La FFOCT est basée sur le principe de la microscopie a
interférence de lumiére blanche, avec un arrangement optique basé sur un interférometre de
type Linnik éclairé par une lampe halogene de tungsténe. Les images tomographiques « en
face » (transversales) d'un échantillon sont générées par une combinaison d'images
interférentielles enregistrées par une caméra CMOS (complementary métal-oxide-
semiconductor). Une résolution axiale et transversale plus élevée est obtenue par rapport aux
systéemes OCT traditionnels (176) et des résultats prometteurs ont été publiés dans un large
éventail de domaines médicaux, notamment en dermatologie, gynécologie, ophtalmologie et

oncologie (153-155,177).

La classification de I'arthrose a partir de coupes histologiques prend en compte les
changements cellulaires, compositionnels et structurels. L'OCT a une résolution axiale de
I'ordre de 10 a 20 um, ce qui est comparable a une histologie de faible puissance. L'OCT n'est

donc pas en mesure de fournir le méme niveau d'évaluation tissulaire que I'histologie (173).
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La FFOCT offre cependant une résolution axiale (=1 um) qui est beaucoup plus proche de celle
utilisée pour I'analyse histologique. En outre, une étude réalisée par Peng et al, a démontré
qgue bien que les altérations superficielles du cartilage du genou humain commencent a
I'échelle nanométrique, I'échelle micrométrique était plus adaptée a I'évaluation de

I'arthrose, avec des avantages évidents pour la caractérisation de la surface du cartilage (95).

3.2.2 OBJECTIFS ET HYPOTHESES

Dans ce travail de thése, nous proposons d'utiliser la FFOCT pour étudier des échantillons de

cartilage de condyles fémoraux humains.

A notre connaissance, c'est la premiére fois que la FFOCT est utilisé dans le domaine de

I'ostéoarthrose, et plus généralement dans I’évaluation de I'intégrité du cartilage.

Le premier volet de ce travail, chapitre 3.2.4 page 90, a pour objet d'évaluer si les
changements cellulaires, de composition et de structure visibles sur des coupes histologiques

et utilisés pour classer I'arthrose peuvent étre identifiés sur les images FFOCT.

Le deuxiéme volet, chapitre 3.2.5 page 96, concernera la capacité de la FFOCT a classer
qualitativement la dégénérescence du cartilage du genou humain en utilisant un systeme de

notation histologique établi.

Le troisieme volet, chapitre 3.2.6 page 101, rapporte les travaux réalisés pour évaluer la
capacité de la FFOCT a caractériser quantitativement la dégénérescence du cartilage du genou
humain en utilisant des méthodes semi-automatiques de traitement d'image basées sur des

algorithmes d’analyse de surface 2D inspirés par des standards industriels ou normés ISO.

Nous avons émis I'hypothese que la FFOCT pouvait « challenger » I'histopathologie dans
I'évaluation de l'arthrose du cartilage de condyle fémoraux humains aussi bien pour une

analyse morphométrique que quantitative.

Avant de présenter les trois volets de ce travail, nous décrivons ci-apres le travail initial réalisé
pour constituer les collections nécessaires a la réalisation des travaux précédemment

évoqués.
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3.2.3 REALISATION D’UNE COLLECTION D’ECHANTILLONS CARTILAGINEUX

Comme indiqué précédemment, nous présentons la méthodologie utilisée pour la réalisation
de trois collections nécessaires a la réalisation de ce travail expérimental : une collection

d’échantillons de cartilage, une collection histologique et une collection d’images FFOCT.

3.2.3.1 COLLECTION D’ECHANTILLONS DE CARTILAGE

Cette collection a été constituée dans le cadre d’'une étude pilote non interventionnelle,
monocentrique et prospective, réalisée en étroite collaboration avec le département
d’orthopédie de I'Hopital Sud du CHUGA, le service d’anatomopathologie du CHUGA, le CIC-
IT de Grenoble et le laboratoire TIMC-IMAG (équipe GMCAQ). Nous avons obtenu I'accord du
comité d’éthique (Comité de Protection des Personnes, Sud-Est V, France, 16-RNI-07 and 16-
RNI-08,07/12/2016). Les échantillons de cartilage ont été prélevés sur 18 patients (3ge moyen
67.8 + 5.4, min-max : 54-79 ans) ayant bénéficié d’une arthroplastie totale de genou. Apres
obtention du consentement des patients, les déchets opératoires correspondant aux
différentes coupes osseuses réalisées pour la mise en place de I'implant prothétique fémoral
ont été collectés. Au total, 33 échantillons de cartilage, d’usure variable ont été prélevés a
partir des coupes de condyles fémoraux a I'aide d’un trocart. Ainsi les échantillons calibrés,
mesuraient 8 mm de diameétre pour 5 mm de haut et ont été conservés dans une solution

saline isotonique a 4°C.

Exposition de I'os sous chondral Zones de préléevement Tissu osseux Cartilage

FIGURE 40 COUPES FEMORALES DISTALES RECUPEREES AU COURS D'ARTHROPLASTIE TOTALE DE GENOU

MARQUAGE ET PRELEVEMENTS DES ECHANTILLONS CYLINDRIQUES ; NOTER LA DIFFERENCE D'EPAISSEUR MACROSCOPIQUE
DU TISSUS CARTILAGINEUX (COULEUR BLANCHE) ENTRE LES 2 ECHANTILLONS : POUR L’ECHANTILLON « SAIN » L’EPAISSEUR
EST DE L'ORDRE DE 3 MM CONTRE 0.9 MM POUR L’ECHANTILLON « PATHOLOGIQUE »
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3.2.3.2 COLLECTION HISTOLOGIQUE

Les échantillons ont été fixés dans de la formaline neutre a 4%, puis décalcifiés en utilisant la
solution de Luthra (3,2% 11,7 M HCL et 10,0% d'acide formique) pendant 48 h, déshydratés
avec de I'éthanol a 70-100% et rincés avec du xylene. Les échantillons ont été coupés en deux
le long du diametre et une moitié de chaque échantillon a été incorporée dans de la paraffine,
(voir la figure ci-dessous). A partir des échantillons de cartilage enrobés de paraffine, une
section histologique de 3 um d'épaisseur a été réalisée et colorée, en utilisant de la
Safranine_O et du Fast Green. Les sections d'histologie ont été numérisées a l'aide d'un
scanner de diapositives digitales Leica Biosystems Aperio (Wetzlar, Allemagne) et enregistrées

au format JPEG avec une résolution de pixel de 1,0 x 1,0 um.

FIGURE 41 PREPARATIONS DES ECHANTILLONS POUR LA REALISATION DE LAMES HISTOLOGIQUES

LE CYLINDRE PRELEVE SUR LE CONDYLE FEMORAL EST DECOUPE SELON LA LIGNE POINTILLEE CORRESPONDANT AU
DIAMETRE DU CYLINDRE. A PARTIR DE L’'HEMISECTION, UNE COUPE DE 3 pm EST ENSUITE REALISEE ET COLOREE, AVANT
D’ETRE NUMERISEE.
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3.2.3.3 COLLECTION FFOCT

L'imagerie FFOCT a été réalisée a l'aide d'un systeme commercial FFOCT (Light-CT Scanner,
LLTech, France) qui permet de générer des images tomographiques en face (transversale) d'un

échantillon avec une résolution axiale de 0,78 um (voir la figure 42).
Le systeme utilise :

e Une source lumineuse a faible puissance a incohérence spatiale et temporelle image
spatiale et source d'éclairage temporairement incohérente (halogéne quartz Schott
KL 1500 Compact, Mainz, Allemagne)

e Deux objectifs 10x / 0.3 a ouverture numérique (NA) d'immersion. Le champ de vision
natif mesure 0,8 mm x 0,8 mm, mais un étage transversal motorisé permet
d'assembler plusieurs champs d'image individuels, ce qui permet d'imager une zone

de 27 mm de diametre.

Computer display

Sampleholde
r

Transverse
stage

Light source

Joystick

FIGURE 42 PHOTOGRAPHIE D'UNE INSTALLATION FFOCT (SOURCE LLTECH)

L’ECHANTILLON EST POSITIONNE SUR LE PORTE ECHANTILLON DE LA COLONNE MICROSCOPE ; LA FFOCT EST RELIEE A LA
SOURCE DE LUMIERE (BLOC BLANC); LA FFOCT EST PILOTEE PAR UN ORDINATEUR QUI PERMET DE CONTROLER
AUTOMATIQUEMENT LES DEPLACEMENTS DU PORTE ECHANTILLON (SAMPLE HOLDER) TRANSVERSALEMENT OU DU
MICROSCOPE (OPTICAL BLOCK) VERTICALEMENT; UN JOYSTICK EST FOURNI POUR REALISER CES MANCEUVRES
MANUELLEMENT SI BESOIN.
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Une image FFOCT de chaque échantillon de cartilage, incorporé en paraffine, était acquise
apres que la coupe histologique ait été coupée. Tout d'abord, la paraffine était légerement
fondue pour s'assurer que la paraffine était retirée de la surface. L'échantillon était ensuite
placé dans le porte-échantillon dédié, un verre de couverture est placé sur le dessus et fixé
afin d'aplatir doucement I'échantillon. Le support d'échantillon était placé dans la plate-forme
d'imagerie et un fluide optique était ajouté a la surface du verre de couverture pour s'assurer
que l'objectif est immergé. Une image FFOCT de la surface de chaque échantillon a été
acquise, la zone d'acquisition étant définie pour inclure I'ensemble de I'échantillon de
cartilage, (voir la figure 43). Le temps d'acquisition était d'environ 7 minutes par échantillon.

Les images FFOCT ont été exportées au format DICOM.

2
U<
S

FIGURE 43 IMAGE FFOCT CORRESPONDANTE A LA COUPE HISTOLOGIQUE

LE CYLINDRE PRELEVE SUR LE CONDYLE FEMORAL EST DECOUPE SELON LA LIGNE POINTILLEE CORRESPONDANT AU
DIAMETRE DU CYLINDRE. A PARTIR DE L'HEMISECTION, UNE COUPE DE 3 um EST ENSUITE REALISEE ET COLOREE, AVANT
D’ETRE NUMERISEE POUR L’ANALYSE HISTOLOGIQUE. 1) LE BLOC DE COUPE CORRESPONDANT RESTANT EST UTILISE POUR
REALISER L'IMAGE FFOCT. 2) LES IMAGES HISTOLOGIQUES ET FFOCT SE CORRESPONDENT AVEC UNE PRECISION DE L’ORDRE
DE 3 um.

"
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3.2.4 ANALYSE DESCRIPTIVE DU TISSU CARTILAGINEUX PAR FFOCT

3.2.4.1 INTRODUCTION

Précédemment nous avons mis en évidence que I'OCT conventionnel n'était pas en mesure
de fournir le méme niveau d'évaluation tissulaire que I'histologie (26). Or la FFOCT offre une
résolution axiale (= 1 um) qui est beaucoup plus proche de celle utilisée pour l'analyse
histologique. Notre hypothése est donc que la FFOCT pourrait permettre une analyse
morphométrique comparable a I'histologie pour évaluer la dégénérescence arthrosique du

cartilage.

Ainsi le premier objectif de notre travail était d'évaluer si les changements cellulaires, de
composition et de structure visibles sur des coupes histologiques et utilisés pour classer

I'arthrose a I'aide de la classification OARSI peuvent étre identifiés sur les images FFOCT.

3.2.4.2 MATERIEL ET METHODES

3.2.4.2.1 SCHEMA DE L’ETUDE ET COLLECTION D’ECHANTILLONS
La collection biologique ainsi que les coupes histologiques et les images FFOCT réalisées ont

été utilisées pour cette étude. Au total les 33 échantillons de la collection ont été analysés.
Pour chaque échantillon de cartilage, I'image FFOCT et la section histologique correspondante
ont été comparées et les différentes structures de cartilage visibles dans les deux modalités

d'image ont été identifiées et « annotées ».

3.2.4.2.2 ANALYSE COMPARATIVE MORPHOMETRIQUE
L'évaluation morphométrique consistait a 'identification des structures composant le tissu

cartilagineux et visible en microscopie. Ainsi les chondrocytes, les clusters (amas de
chondrocytes), la matrice extracellulaire, I’os sous chondral et la surface cartilagineuse étaient

recherchés.
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Trois observateurs en aveugles ayant une expérience en histopathologie musculo-
squelettique (RP, BB et AM) ont réalisés cette analyse de la section histologique et de l'image
FFOCT de chaque échantillon de cartilage. Pour I’analyse histologique, les sections ont d'abord
été examinées a un grossissement de 40x afin d'obtenir des informations sur I'ensemble de la
coupe. La coupe a ensuite été examinée a un grossissement de 100 fois pour évaluer I'aspect

cellulaire du cartilage. Une méthodologie similaire a été appliquée pour les images FFOCT.

3.2.4.3 RESULTATS

Tous les observateurs ont pu identifier les éléments suivant sur toutes les images FFOCT:
chondrocytes, clusters, matrice extracellulaire, os sous chondral et surface cartilagineuse

L'ensemble de ces éléments est illustré par les Figures 44-48 .

FIGURE 44 L'ECHANTILLON DE CARTILAGE EN HISTOLOGIE (GAUCHE) ET FFOCT (A DROITE),
AVEC LE ZOOM D'UNE ZONE 1000 MM X 1000 MM (RECTANGLE, NOIR EN HISTOLOGIE ET JAUNE EN FFOCT) DANS CHAQUE
IMAGE, MONTRANT LES CHONDROCYTES ET LA MATRICE EXTRACELLULAIRE VISIBLE A LA FOIS EN HISTOLOGIE ET EN FFOCT
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FIGURE 45 SURFACE CARTILAGINEUSE EN HISTOLOGIE ET EN FFOCT (FLECHE NOIRE) ET OS SOUS-CHONDRAL (FLECHE
BLANCHE)

100 ym
A ; . :

FIGURE 46 VISUALISATION D'UN CLUSTER DE 2 CHONDROCYTES (FLECHE BLANCHE) ET DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE
(FLECHE NOIRE) EN HISTOLOGIE ET L'IMAGE CORRESPONDANTE FFOCT
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FIGURE 47 EXEMPLES DE LESIONS ARTHROSIQUES

LES IMAGES A ET B MONTRENT DES LESIONS DE STADE 3 OOCHAS AVEC DES FISSURES VERTICALES PROFONDES (FLECHES
NOIRES). LES IMAGES C ET D METTENT EN EVIDENCE UNE DENUDATION COMPLETE AVEC EXPOSITION DE L'OS SOUS
CHONDRAL (FLECHES BLANCHES) CORRESPONDANT A UN STADE 5 OOCHAS.
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FIGURE 48 IMAGE FFOCT D'UN ECHANTILLON DE CARTILAGE.

L'ENCADRE BLEU MONTRE UN AGRANDISSEMENT DES COUCHES SUPERFICIELLES DU CARTILAGE PERMETTANT UNE ANALYSE DE LA SURFACE. L'ENCADRE ROUGE MONTRE UN GROSSISEMENT PERMETTANT DE
CLAIREMENT IDENTIFIER DES CHONDROCYTES DE FORMES ELLIPSOIDES AVEC UNE ORGANISATION HORIZONTALE. CES IMAGES FFOCT PEUVENT ETRE MISES EN CORRESPONDANCE AVEC LA DESCRIPTION DE
L’ORGANISATION DU TISSU CARTILAGINEUX PRESENTEE A LA FIGURE 2 PAGE 15 DU DOCUMENT.




3.2.4.4 DiIsCcUSSION

Une coupe histologique presque parfaite en termes d’appariement avec I'image FFOCT
réalisée, a été préparée pour chaque échantillon, ce qui a permis d'effectuer une analyse
directe comparative a 3 um prét (épaisseur de la coupe histologique) de la FFOCT a
I’histologie. Les éléments constitutifs du cartilage retrouvés lors d’une analyse histologique
ont pu étre identifiés de la méme maniéere sur les coupes histologiques que sur les coupes

FFOCT.

Les images FFOCT acquises ont une résolution axiale de 0,78 um, ce qui est proche de la
résolution utilisée pour I'analyse histologique. L'analyse comparative des images FFOCT et
histologiques a permis de démontrer que les chondrocytes, la matrice extracellulaire, I'os
sous-chondral et la surface cartilagineuse peuvent tous étre identifiés dans les images FFOCT
du cartilage. Cela a permis de se convaincre et de démontrer que la FFOCT, avec une capacité
quasi histologique de détection des structures, est une technique prometteuse pour

I'évaluation de la dégénérescence du cartilage.

La principale limitation identifiée a ce jour dans cette premiere évaluation, réside sur le
mangque d’informations données par I'analyse des images FFOCT sur les chondrocytes, en
particulier sur la vitalité de ces derniers (chondrocyte actif ou en mort cellulaire). Il n'a pas

encore été déterminé si de telles informations peuvent étre extraites des images FFOCT.

3.2.4.5 CONCLUSION

Au cours de ce chapitre, nous avons montré la possibilité d’identifier clairement les éléments
constitutifs du tissu cartilagineux. Ce travail permet donc de valider la pertinence qualitative
de l'utilisation de I'OCT grand champ pour imager et analyser a une échelle histologique le

cartilage articulaire humain.
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3.2.5 ANALYSE QUALITATIVE DU TISSU CARTILAGINEUX PAR FFOCT

3.2.5.1 INTRODUCTION

Précédemment nous avons mis en évidence que la FFOCT permettait une analyse
morphométrique des constituants du tissu cartilagineux comparable a I’histologie pour

évaluer la dégénérescence arthrosique du cartilage.

Ainsi Le deuxiéme volet de ce travail concernera la capacité de la FFOCT a classer
qualitativement la dégénérescence du cartilage du genou humain en utilisant un systeme de

notation histologique établi.

3.2.5.2 MATERIEL ET METHODES

3.2.5.2.1 SCHEMA DE L’ETUDE ET COLLECTION D’ECHANTILLONS
La collection biologique ainsi que les coupes histologiques et les images histologiques et

FFOCT réalisées ont été utilisées pour cette étude. Au total les 33 échantillons de la collection

ont été analysés.

3.2.5.2.2 ANALYSE COMPARATIVE QUALITATIVE
L'évaluation qualitative de la dégénérescence cartilagineuse des coupes histologiques et des

images FFOCT de chaque échantillon de cartilage a été réalisée a l'aide du Systeme
d'évaluation de ['histopathologie du cartilage de I'arthrose (OOCHAS) de ['OARSI
(Osteoarthritis Research Society International)(24). L'OOCHAS est basé sur six grades, le grade
étant défini comme la progression en profondeur de I’OA dans le cartilage. L'augmentation du
grade indique une augmentation de la sévérité ou une progression biologique du processus
ostéoarthritique. Le systeme suppose donc que l'atteinte en profondeur du cartilage
correspond a une maladie plus avancée et est un bon indicateur de la progression de la

maladie.
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Le grade est évalué en considérant les Iésions les plus avancées présentes dans le cartilage,
qguelle que soit son étendue horizontale. Les caractéristiques clés de chaque grade sont les

suivantes :

e OOCHAS grade 1 indique que la surface du cartilage est intacte,
e OOCHAS grade 2 indique une discontinuité de surface,

e OOCHAS grade 3 signifie fissures verticales,

e OOCHAS grade 4 implique I'érosion,

e (OOCHAS grade 5 indique une dénudation,

e OOCHAS grade 6 signifie déformation (ostéophytes)(24).

Trois observateurs en aveugles ayant une expérience en histopathologie musculo-
squelettique (RP, BB et AM) ont appliqué I'OOCHAS a la section histologique et a l'image
FFOCT de chaque échantillon de cartilage. La gradation a été répétée une deuxiéme fois aprés
un intervalle minimum d'un mois. Pour le classement histologique, les sections ont d'abord
été examinées a un grossissement de 40x afin d'obtenir des informations sur I'ensemble de la
section et de déterminer I'étendue des lésions présentes. La section a ensuite été examinée a
un grossissement de 100 fois pour évaluer |'aspect cellulaire du cartilage. Une méthodologie

similaire a été appliquée pour classer les images FFOCT.

3.2.5.2.3 ANALYSE STATISTIQUE
La reproductibilité intra et inter-obsertvateur de la gradation OOCHAS histologique et a la

FFOCT a été déterminée a l'aide du coefficient de kappa (k) pondéré, exprimé avec un
intervalle de confiance (IC) de 95%. Les valeurs k ont été interprétées selon les

recommandations Landis et Koch de la maniére suivante :

e K <0aucune concordance,

e 0.00< Kk <0.20 concordance légere,

e 0.21 <k <0.40 concordance acceptable,
e 0.41 <k <0.60 concordance modérée,

e 0.61 <k <0.80 concordance forte,

e 0.81 <k <1.00 concordance presque parfaite (164,178).
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Le coefficient de Kendall (W) a été utilisé pour quantifier la concordance entre les
grades OOCHAS attribués sur les coupes histologiques et ceux attribués sur les images FFOCT
de chaque échantillon cartilagineux. Le coefficient de Kendall variant entre 0 < W < 1, avec
une augmentation de sa valeur correspondant a une concordance plus grande. Une valeur de

p< 0.05 était considérée comme statistiquement significative.

3.2.5.3 RESULTATS

La reproductibilité intra-observateur pour les 3 observateurs RP, BB et AM, représentée par
[IC 95%], était respectivement :

e pour les sections histologiques, de 0,92 [0,86; 0,97], 0,96 [0,91; 0,99] et 0,95 [0,89;

0,98]

e pour les images FFOCT, de 0,97 [0,91; 0,99], 0,97 [0,90; 0,99] et 0,97 [0,90; 1,00]
La reproductibilité inter-observateur, représentée par [IC 95%] était :

e pour les sections histologiques était de 0,96 [0,92; 0,99] et

e pour les images FFOCT est de 0,93 [0,89; 0,96].

De plus, un degré élevé et statistiquement significatif de concordance a été mesuré entre les

grades histologiques OOCHAS et les grades OOCHAS FFOCT : W =0,8, p = 0,02 <0,05.

La médiane des trois observateurs en deuxieme lecture a été considérée comme la

référence du grade OOCHAS pour les deux échantillons d'histologie et les images FFOCT.

TABLEAU 11 DESCRIPTION DES EFFECTIFS DES GRADES HISTOLOGIQUES A PARTIR DES COUPES HISTOLOGIQUES ET FFOCT

Histologie

(n=)

Grade OOCHAS
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TABLEAU 12 CORRELATIONS INTRA ET INTER OBSERVATEURS ET CONCORDANCE ENTRE LES GRADES OOCHAS HISTOLOGIE
ET FFOCT

HISTOLOGIE FFOCT

Corrélation intra observateur : k [95% Cl]

RP 0,92 [0,86; 0,971 RP 0,97 [0,91; 0,99]
BB 0,96 [0,91; 0,99] BB 0,97 [0,90; 0,99]
AM 0,95 [0,89; 0,98] AM 0,97 [0,90; 1,00]

Corrélation inter observateur : k [95% Cl]

0,96 [0,92; 0,99] 0,93 [0,89; 0,96]

Concordance entre les grades OOCHAS HISTOLOGIE et FFOCT

W=0,8,p<0,05

3.2.5.4 DiscussioN

Des échantillons de cartilages humains sains ou gravement dégradés (grade OOCHAS 1 a 5)

ont été imagés avec succes par FFOCT.

Pour l'analyse qualitative, 33 échantillons de cartilage ont été évalués. Un accord presque
parfait (0,81 < x observé<1,00) a été atteint pour la reproductibilité intra et inter-observateur,
tant pour les coupes histologiques que pour les images FFOCT. De plus, on a mesuré un degré
élevé et statistiquement significatif de concordance (W = 0,8, p <0,05) entre les grades
OOCHAS attribués aux sections histologiques et les grades OOCHAS attribuées aux images
FFOCT des échantillons de cartilage. Ceci indique que méme les images FFOCT sont capables

d'approcher la capacité diagnostique du gold standard actuel histologique.

Il'y a un certain nombre de limitations associées a notre étude. La taille de I'échantillon est

limitée (n =33 pour I'analyse qualitative) et nous espérons I'augmenter dans un proche avenir.
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De plus, la répartition des grades OOCHAS dans le groupe d'échantillons était hétérogene,
avec un nombre beaucoup plus élevé de dégradation de bas niveau (OOCHAS grade 1-2, n =
22) que de niveau élevé (OOCHAS grade 3-5, n = 11). Néanmoins, la taille de I'échantillon a été

suffisante pour permettre d'obtenir des résultats ayant un niveau statistiquement significatif.

Pour I'évaluation qualitative des échantillons de cartilage, il a été décidé d'utiliser les grades
OOCHAS, qui ont été jugés fiables, reproductibles et a la fois faciles et rapides a
utiliser(30,179). Ce systéme a été choisi par rapport a d'autres systemes de classement, par
exemple |'échelle de classement Mankin modifiée, le systéme de classification ICRS
(International Cartilage Repair Society) ou le systeme de classification DJD (Degenerative Joint
Disease). Il était hors de portée de cette étude d'appliquer et de comparer les différents
systémes de classement, mais une telle comparaison est une perspective intéressante. Un
autre point concernant I'évaluation qualitative est que la méthodologie de classement avancé
d'O0CHAS(24) n'a pas été utilisée. La méthodologie avancée étend et subdivise les grades
pour un examen plus détaillé (en ajoutant 0,5 a la note). Cette classification est réservée pour
des recherches spécifiques. Cependant, nous avons choisi de ne pas utiliser la méthodologie
avancée car elle n'est pas utilisée dans la pratique clinique standard. Entre autres, dans cette
premiére approche, il semble difficile d’appliquer aux images FFOCT cette classification. En
effet, elle nécessite des informations sur les chondrocytes, en particulier sur le fait qu’ils
soient intacts ou en mort cellulaire. Il n'a pas encore été déterminé si de telles informations

peuvent étre extraites des images FFOCT.

3.2.5.5 CONCLUSION

Ce travail a permis de valider I'utilisation de I’OCT grand champ pour I'analyse qualitative des
Iésions cartilagineuses selon la classification « gold standard histologique » OARSI. L'analyse
gualitative est non seulement possible mais reproductible et fortement corrélée aux résultats

des analyses sur lames anatomopathologiques.
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3.2.6 ANALYSE QUANTITATIVE DU TISSU CARTILAGINEUX PAR FFOCT

3.2.6.1 INTRODUCTION

Dans le chapitre précédent, nous avons démontré la possibilité et I'intérét de réaliser de
I'imagerie de cartilage par FFOCT. En effet pour la premiére fois, des images FFOCT de cartilage
ont permis de mettre en évidence I'’ensemble des éléments constitutifs du cartilage qui sont
analysés lors d’une analyse histologique conventionnelle. De plus, ce travail a mis en évidence
la capacité du FFOCT a réaliser des images permettant une gradation morphométrique du
stade arthrosique a I’'aide du grade OOCHAS. Il existait une concordance élevée avec le gold
standard histologique. Néanmoins cette concordance demeure imparfaite et probablement

plus encore si on considére les grades les plus faibles.

Ainsi il convient de pouvoir palier a cet écueil, a I'aide de systeme d’analyse permettant, méme
pour des stades précoces, de caractériser et de grader le stade OOCHAS de maniere

automatique ou semi-automatique.

Dans ce premier travail, il nous est apparu que le paramétre le plus pertinent était I'analyse
du profil de surface du cartilage qui est I’élément fondamental de la classification OOCHAS.
Plusieurs publications sur 'OCT conventionnel ont en effet montré I'intérét du profil de
surface comme parameétre d’analyse quantitatif de la dégénérescence arthrosique. Cependant
les résultats de ces travaux montrent une concordance imparfaite avec le gold standard
histologique et n’ont permis de valider ni une méthode, ni les parametres exacts de profil de
surface a utiliser. En effet, dans leurs travaux, Pritzker et al(24), utilisent des paramétres de
profil de surface normalisés I1SO avec des filtres choisis de maniere arbitraire et ne
correspondant pas a ceux des normes ISO établies dans le domaine. Le choix des auteurs de
ne présenter leurs résultats qu’avec un seul type de filtre non validé répond srement a des

travaux préliminaires non publiés et réalisés préalablement.

L'objectif principal de cette étude sera d’évaluer la capacité de la FFOCT a caractériser
guantitativement la dégénérescence du cartilage du genou humain en utilisant des méthodes
de traitement d'image semi-automatique basées sur des algorithmes de surface 2D industriels

standardisés et normalisés ISO.
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Les objectifs secondaires seront de définir la meilleure méthode de calcul et les meilleurs

parametres de surface pour qualifier la dégénérescence arthrosique.

3.2.6.2 MATERIEL ET METHODES

3.2.6.2.1 SCHEMA DE L’ETUDE ET COLLECTION D’ECHANTILLONS
La collection biologique ainsi que les coupes histologiques et les images FFOCT réalisées

précédemment ont été utilisées. Au total 32 échantillons de la collection ont été analysés.
Cette étude repose sur les gradations OOCHAS histologiques et FFOCT réalisées dans le travail
précédent. L'analyse d’un échantillon dont le grade OOCHAS était de 5, autrement dit le
cartilage était complétement érodé, a été exclu dans la mesure ou I'analyse de la surface

cartilagineuse n’était pas réalisable.

3.2.6.2.2 ANALYSE QUANTITATIVE SEMI-AUTOMATIQUE DES PROFILS DE SURFACE

Les images FFOCT ont d'abord été redimensionnées a la méme échelle que les images
histologiques (résolution native FFOCT = 0,78 x 0,78 um, résolution histologique = 1,0 x 1,0
um). Les zones os-cartilage de chaque image FFOCT et histologique ont ensuite été
segmentées automatiquement : une image binaire a été générée pour la premiére fois en
classant chaque pixel comme (i) os-cartilage ou (ii) arriere-plan. Pour les images FFOCT, une
dilatation morphologique a alors été appliquée, en utilisant un élément structurant carré de
largeur = 4 pixels. Pour toutes les images, les pixels d'arriére-plan entourés par des pixels os-
cartilage ont alors été « remplis » en pixels os-cartilage et les frontiéres de tous les objets de

I'image ont été détectées et tracées (voir la Figure 49).
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FIGURE 49 ECHANTILLON DE CARTILAGE DE GRADE OOCHAS = 2 ET DE GRADE OOCHAS = 4, EN HISTOLOGIE (COLONNE
GAUCHE) ET FFOCT (COLONNE DROITE).

LE RESULTAT DE LA SEGMENTATION AUTOMATIQUE EST DECRIT EN NOIR (HISTOLOGIE) ET JAUNE (FFOCT) AVEC LES POINTS
DE DEBUT ET DE FIN DEFINIS MANUELLEMENT PAR LES FLECHES ET LE CONTOUR DEDUIT EN GRAS.

3.2.6.2.2.2 DEFINITION DES CONTOURS
A partir du contour segmenté, I'un des observateurs (RP) qui avaient précédemment

effectué le classement qualitatif OOCHAS a identifié manuellement le début et la fin du
contour air-cartilage dans chaque image, indiquée par les fleches de la Figure 49. Si le contour
était fragmenté, de multiples segments ont été identifiés et ensuite attachés ensemble pour
former le contour (cf. image FFOCT sur la rangée supérieure de la Figure 49). Considérant,
conformément a la littérature, que le grade OOCHAS est évalué en notant le grade le plus
avancé présent dans le cartilage, indépendamment de son étendue horizontale(24), la
personne chargée de l'identification manuelle du contour a été chargée d'identifier tout ou
partie du contour représentatif du grade qu'il estime pour le cartilage de l'image (cf.
échantillon sur la rangée inférieure de la Figure 49). L'identification manuelle du contour a été
effectuée environ 6 mois apres le classement qualitatif, et I'observateur était en aveugle par
rapport a la référence de I'échantillon et aux grades OOCHAS attribués précédemment a

['échantillon.
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A partir du contour défini du cartilage, le profil brut est généré en ajustant d'abord une
ligne au contour en utilisant la méthode des moindres carrés. Le contour est alors tourné de
telle sorte que la pente de la ligne est égale a zéro et le contour est centré a (0,0).
L'échantillonnage est alors réalisé de telle sorte que le contour se compose de valeurs
équidistantes (1 um) (x, y). Le contour est alors «profilé» comme si un profilomeétre de stylet
était exécuté perpendiculairement et le long du contour: pour chaque valeur de x, la valeur y
correspondante maximale est sauvegardée, voir la Figure 50. La différence de hauteur absolue
entre les valeurs séquentielles (Ay; = |y;+1 — yil) est calculée et les valeurs éloignées sont
détectées a l'aide du test généralisé de déviations extréme studentisée (ESD) avec un niveau
de signification a = 0,0001. Pour les valeurs de différence de hauteur en dehors, Ay; est mis a
zéro, c'est-a-dire y;.; = y;, et le contour est ajusté. Le contour résultant est appelé profil

brut.

y (pem)

FIGURE 50 ETAPES DE PROFILOMETRIE.

A GAUCHE: LE CONTOUR DU CARTILAGE (NOIR), LE PROFIL DU CONTOUR (BLEU) ET LE PROFIL APRES SUPPRESSION DES
VALEURS ABERRANTES = PROFIL BRUT (VERT). A DROITE: ZOOM DE LA ZONE ENCADREE, LE PROFIL EST LA VALEUR Y
MAXIMALE POUR CHAQUE VALEUR DE X. LES VALEURS AY CLASSEES COMME OUTLIERS SONT DEFINIES SUR ZERO ET LE
PROFIL EST AJUSTE (LIGNE VERTE).

Le profil brut est décomposé en profils primaire, d'ondulation et de rugosité selon la
méthode décrite dans une série de normes ISO (en particulier 1ISO 3272, 4284, 4288, 12085,
16610). La transformée de Fourier rapide (FFT) du profil brut est calculée et un filtre gaussien
avec une longueur d'onde de coupure = 250 um est appliqué afin de séparer le profil brut en

profil primaire (composant haute fréquence) et profil de forme (composante basse
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fréquence). Le premier et le dernier 5% du profil primaire sont supprimés pour minimiser les
effets finaux. Le profil primaire est ensuite filtré a I'aide d'un filtre gaussien avec une longueur
d'onde de coupure = 80 um pour séparer le profil primaire en profil de rugosité (composant
haute fréquence) et profil d'ondulation (composante basse fréquence). De nouveau, le
premier et le dernier 5% des profils de rugosité et d'ondulation sont enlevés pour minimiser

les effets finaux. Deux autres profils non ISO ont également été calculés :

(i) un filtre gaussien passe-haut avec une longueur d'onde de coupure = 150 um a été
appliqué au profil brut, la composante haute fréquence a été enregistrée et est
appelée 0: 150 um,

(ii) un filtre gaussien passe-haut avec une longueur d'onde de coupure = 800 um a été
appliqué au profil brut, la composante haute fréquence a été enregistrée et est

appelée profil 0: 800 um. Les profils décomposés sont illustrés a la Figure 51.

‘ Profil de Forme (basse fréquence) ‘ Profil Ondulation (basse fréquence)

A1 =250um

| Profil BRUT

Profil brut

Profil de Rugosité (haute fréquence)

PR ’ Profil Primaire (haute fréquence) “_‘5

‘ Profil 0:150 ( de type primaire, haute fréquence) '

13 = 150um

A4 =800um

1 Profil 0: 800 ( de type primaire, haute fréquence) '

FIGURE 51 ETAPES DE TRAITEMENT DU PROFIL DE SURFACE POUR OBTENIR LE PROFIL DE RUGOSITE
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FIGURE 52 EXEMPLE DE DECOMPOSITION DE PROFILS

A) LE PROFIL BRUT (NOIR) EST DECOMPOSE DANS LE COMPOSANT DE BASSE FREQUENCE - PROFIL DE FORME (ROUGE), ET
(B) LE COMPOSANT A HAUTE FREQUENCE - PROFIL PRIMAIRE (NOIR). (C) LE PROFIL PRIMAIRE (NOIR) EST ENSUITE
DECOMPOSE DANS LE COMPOSANT BASSE FREQUENCE - PROFIL D'ONDULATION (ROUGE), ET (D) LE COMPOSANT HAUTE
FREQUENCE - PROFIL DE RUGOSITE (NOIR). LES PROFILS NON ISO: 0: 150 MM ET 0: 800 MM SONT RESPECTIVEMENT
INDIQUES DANS (E) ET (F).

3.2.6.2.2.4 DEFINITIONS DES PARAMETRES DE SURFACE (CF. ANNEXE 2)
Les cing profils (primaire, ondulation, rugosité, 0: 150 um, 0: 800 um) ont été quantifiés

en utilisant 16 parametres de surface standard, définis ci-dessous(180). Certains parameétres
sont définis et calculés sur la longueur du profil. Les autres parametres sont calculés sur les
longueurs d'échantillonnage, puis calculés en fonction du nombre de longueurs
d'échantillonnage contenues dans le profil. Pour la rugosité et le profil d'ondulation, la
longueur d'échantillonnage est définie comme la longueur de coupure du filtre utilisé pour
séparer la rugosité et l'ondulation (= 80 um). Pour le profil primaire, la longueur
d'échantillonnage est définie comme cinq fois la longueur d'échantillonnage de la rugosité (5
x 80 =400 um). Les longueurs d'échantillonnage du profil 0: 150 um et du profil 0: 800 um ont
été définies respectivement comme 150 um et 800 um. Pour les définitions des parameétres,
n est le nombre de longueurs d'échantillonnage contenues dans le profil et N le nombre de
points dans le profil. Les parametres de profil sont définis en détail en Annexe 2 page 152 et

résumeé dans le Tableau 13.
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TABLEAU 13 DEFINITIONS DES 16 PARAMETRES UTILISES POUR QUANTIFIER LES CINQ SOUS-PROFILS

LE PARAMETRE EST CALCULE SELON LA LONGUEUR DU SOUS-PROFIL (LONGUEUR DE CALCUL = SOUS-PROFIL) OU EST CALCULE SUR LES
LONGUEURS D'ECHANTILLONNAGE PUIS CALCULE EN MOYENNE SUR LE NOMBRE DE LONGUEURS D'ECHANTILLONNAGE CONTENUES DANS
LE SOUS-PROFIL (LONGUEUR DE CALCUL = LONGUEUR D'ECHANTILLONNAGE). n = NOMBRE DE LONGUEURS D'ECHANTILLONNAGE
CONTENUES DANS LE SOUS-PROFIL ET N = NOMBRE DE POINTS DANS LE SOUS-PROFIL

Parameétres

Definition

Longueur de calcul

Arithmetic average height

Root mean square height

ISO n-point height

DIN n-point height

Max. height of peaks

Mean height of peaks

Max. valley depth

Mean valley depth

Max. profile height

Mean max. peak to valley height

Largest max. peak to valley height

Mean third point height

Max. third point height

Profile solidity factor

Skewness

Kurtosis

n
1
Ry = o Zlyil
=1

1 n n
Rypivy = Z( pit+ Z
i=1 i=1
Rp
n
1
Rym = - Z Rp;
i=1
R,
n
1
Rym = ; Z Ry;
i=1
R, =R, +R,

n

=2

i=1

R, = Irsl%(Ru)

n
1
Rs, = ; Z R3yi
i=1

R3, = max (RSyi)

1<isn

)

Longueur d'échantillonnage

Longueur d'échantillonnage

Sous-profil

Sous-profil

Sous-profil

Longueur d'échantillonnage

Sous-profil

Longueur d'échantillonnage

Sous-profil

Longueur d'échantillonnage

Longueur d'échantillonnage

Longueur d'échantillonnage

Longueur d'échantillonnage

Sous-profil

Sous-profil

Sous-profil
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3.2.6.2.3 ANALYSE STATISTIQUE
Le coefficient de corrélation non-paramétrique (p) de Spearman a été utilisé pour

quantifier la corrélation entre :

(i) les grades OOCHAS histologie et chacun des 16 parameétres quantitatifs évalués pour
chacun des 5 profils calculés a partir de I'image histologique (histologie qualitative versus
histologie quantitative),

(i) les grades OOCHAS FFOCT et chacun des 16 parametres quantitatifs évalués pour
chacun des 5 profils calculés a partir de I'image FFOCT (FFOCT qualitative versus FFOCT
guantitatif),

(iii) les grades histologiques OOCHAS et chacun des 16 parametres quantitatifs évalués
pour chacun des 5 profils calculés a partir de I'image FFOCT (histologie qualitative versus
FFOCT quantitatif), et

(iv) chacun des 16 parameétres quantitatifs évalués pour chacun des 5 profils calculés a
partir de l'image histologique et chacun des 16 parameétres quantitatifs Parameétres évalués
pour chacun des 5 profils calculés a partir de I'image FFOCT (histologie quantitative vs FFOCT

quantitative).

Les valeurs de p ont été interprétées comme suit :

e p<0,2indique une corrélation négligeable,

e 0,2<p<0,4indique une corrélation faible,

e 0,4<p<0,6indique une corrélation marquée,
e 0,6 <p<0,8indique une corrélation forte et

e 0,8<p<1,0indigue une trés forte corrélation.

La méthode de correction de Bonferroni pour les comparaisons multiples a été utilisée pour

évaluer le seuil de significativité :

e [***]indique p< 0.001/(16%4),
e [**]indique p<0.01/(16x4),
e [*]indique p<0.05/(16x4)
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La distribution normale des variables mesurées a été vérifiée par une distribution
symétrique dans leur représentation graphique. En cas de distribution normale, la moyenne
et |'écart type ont été utilisés. Sinon, la médiane et les 25e et 75e percentiles ont été utilisés.
L'analyse quantitative a été réalisée a |'aide d'un logiciel interne MATLAB (Mathworks, MA,

USA).

3.2.6.3 RESULTATS

Pour I'analyse quantitative, le contour air-cartilage est identifié et utilisé pour calculer les cing
profils différents a évaluer, qui sont évalués a I'aide de 16 parametres de surface standard. Un
échantillon de cartilage a été classé OOCHAS 5 (a la fois dans la section histologique et FFOCT
image), ce qui signifie que le cartilage avait été completement érodé et I'os était maintenant
a la surface. Cet échantillon a été exclu pour l'analyse quantitative, car il n'était pas possible
d'appliquer l'algorithme développé a I'échantillon. L'analyse quantitative a donc été réalisée

sur 32 échantillons de cartilage.

3.2.6.3.1 DETERMINATION DE LA MEILLEURE METHODE DE CALCULS ET DES MEILLEURS PARAMETRES
Les corrélations entre les grades qualitatifs OOCHAS et les parameétres quantitatifs de surface,

ainsi que la corrélation entre les parametres histologiques et les parametres superficiels
qguantitatifs FFOCT ont été calculés pour chacun des 5 profils différents : primaire, ondulation,
rugosité, 0: 150 um, 0: 800 um. L'ensemble de ces résultats sont présentés en détails en

Annexe 1 page 148.
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De maniere synthétique, les résultats ont montré que les corrélations les plus élevées et les

plus significatives, évaluées a travers les 4 séries de comparaisons décrites, ont été obtenues

a partir du profil 0: 800 um, suivi, en ordre décroissant, du profil primaire, du profil

d'ondulation, 150 um et enfin le profil de rugosité. Les résultats montrent également que les

corrélations les plus élevées et les plus significatives, évaluées a travers les 4 séries de

comparaisons décrites, ont été obtenues en utilisant les 6 paramétres de surface suivants :

Ra, Rg, Rpm, Rtm, Ry et Rt (dans I'ordre décroissant). Suivie, dans |'ordre décroissant par Rvm,

Rz (DIN), Rp et Rv. Six parameétres (Rz, R3y, R3z, k, R3k et Rku) n'ont pas montré de corrélations

statistiquement significatives avec les grades OOCHAS.

3.2.6.3.2 CAPACITE DE LA FFOCT A CARACTERISER QUANTITATIVEMENT LA DEGENERESCENCE DU

CARTILAGE

Afin de clarifier I'exposé, seuls les résultats de profil de 0: 800 um des 6 meilleurs parametres

seront présentés pour I'analyse compléte.

TABLEAU 14 CORRELATIONS DES RESULTATS DE PROFIL DE 0: 800 pm DES 6 MEILLEURS PARAMETRES DE PROFIL DE

SURFACE AVEC UN SEUIL DE SIGNIFICATIVITE CORRIGE SELON LA METHODE DE BONFERRONI A [***]

OOCHAS histologie
vs quantitatif 0.8260 0.8153 0.7958 0.8182 0.8128 0.8302
histologie
OOCHAS FFOCT vs
0.7774 0.7730 0.7871 0.7696 0.7710 0.7595
quantitatif FFOCT
OOCHAS histologie
0.7722 0.7743 0.7879 0.7805 0.7813 0.7859
vs quantitatif FFOCT
quantitatif
histologie vs 0.8295 0.8317 0.7328 0.7287 0.8046 0.7577
quantitatif FFOCT
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Le Tableau 14 détaille les résultats obtenus a partir du profil 0: 800 um :

- (ligne 1) la corrélation entre les grades d'histologie OOCHAS et les parametres calculés
a partir de lI'image histologique,

- (ligne 2) la corrélation entre les grades OOCHAS FFOCT et les parametres calculés a
partir de I'image FFOCT,

- (ligne 3) la corrélation entre les grades d'histologie OOCHAS et les parametres calculés
a partir de lI'image FFOCT et

- (ligne 4) la corrélation entre les parametres histologiques et les parameétres calculés a

partir de I'image FFOCT.

Les résultats de corrélation sont exprimés en utilisant le coefficient de corrélation de rang de
Spearman et le niveau de signification associé aprés correction de Bonferroni était dans tous

les cas, significatif [***].

Les Figure 53 @ Figure 55 montrent les box-plots des paramétres de surface quantitatifs :

- en fonction des grades d'histologie OOCHAS pour les paramétres de profil 0: 800 um
calculés a partir de I'image histologique(Figure 53),

- en fonction des grades OOCHAS FFOCT pour les parametres de profil 0: 800 um calculés
a partir de I'image FFOCT (Figure 54) et

- en fonction des grades d'histologie OOCHAS pour les parameétres de profil 0: 800 um

calculés a partir de I'image FFOCT (Figure 55).
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FIGURE 53 PARAMETRES DE SURFACE QUANTITATIFS EN FONCTION DES GRADES D'HISTOLOGIE OOCHAS POUR LES

PARAMETRES DE PROFIL 0: 800 MM CALCULES A PARTIR DE L'IMAGE HISTOLOGIQUE
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FIGURE 54 PARAMETRES DE SURFACE QUANTITATIFS EN FONCTION DES GRADES OOCHAS FFOCT POUR LES PARAMETRES
DE PROFIL 0: 800 MM CALCULES A PARTIR DE L'IMAGE FFOCT
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FIGURE 55 PARAMETRES DE SURFACE QUANTITATIFS EN FONCTION DES GRADES D'HISTOLOGIE OOCHAS POUR LES
PARAMETRES DE PROFIL 0: 800 MM CALCULES A PARTIR DE L'IMAGE FFOCT

3.2.6.4 DISCUSSION

3.2.6.4.1 ANALYSE DES PRINCIPAUX RESULTATS OBTENUS

Cette étude a permis de répondre |'objectif principal qui était d’évaluer la capacité de la FFOCT
a caractériser quantitativement la dégénérescence du cartilage du genou humain en utilisant
des méthodes de traitement d'image semi-automatique basées sur des algorithmes de surface
2D inspirés de standards industriels. En effet un algorithme quasi automatique a été
développé pour évaluer quantitativement la dégénérescence du cartilage dans les images
FFOCT. Ainsi, aprés avoir déterminé le meilleur profil a analyser, 6 parametres de surface ont
pu étre identifiés car ils montraient une corrélation tres forte et significative avec le gold-

standard histologique.
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Pour I'analyse quantitative, 32 échantillons de cartilage ont été évalués. Le contour air-
cartilage a été identifié manuellement a partir du contour segmenté automatiquement de
chaque échantillon. Le profil brut de chaque contour d'air-cartilage a ensuite été décomposé
en 5 profils différents : primaire, ondulation, rugosité, 0: 150 um et 0: 800 um, quantifiés a
I'aide de 16 paramétres de surface standard. Les trois premiers profils sont des profils ISO
normalisés et représentent respectivement la surface dans le domaine 0: 250 um, 80: 250 um
et 0:80 um. Nous avons évalué deux autres profils: le premier, 0: 150 um, car il a été rapporté
que les fibrillations ~ 20-150 um de hauteur sont parmi les premiers changements dans le
cartilage articulaire(160), et le second, 0: 800 um, afin de pouvoir comparer notre travail aux
résultats publiés par(104). Ce dernier filtre présente également comme intérét de tenir
compte non seulement des fibrillations, retrouvées aux stades précoces d’arthrose, mais
également des fissures plus profondes, présentes aux stades plus avancées. Ces auteurs ont
utilisé certains des mémes parameétres de surface quantitatifs afin de quantifier le cartilage
humain en utilisant des images OCT. Leur profil de rugosité a été obtenu en appliquant un

filtre passe-haut (A = 800 um) au profil de surface.

La corrélation et la signification statistique ont été calculées entre :

(1) les grades d'histologie d'OOCHAS et chacun des 16 parameétres de surface évalués pour
chacun des 5 profils calculés a partir de I'image histologique,
(i1) les grades OOCHAS FFOCT et chacun des 16 parametres de surface évalués pour

chacun des 5 profils calculés a partir de I'image FFOCT,

Autrement dit, les résultats histologiques qualitatifs ont été comparés aux résultats
histologiques quantitatifs et les résultats qualitatifs FFOCT ont été comparés aux résultats

guantitatifs FFOCT.

(ii1)De plus, un troisieme ensemble de corrélations a été évalué entre les grades
d'histologie OOCHAS et chacun des 16 parametres de surface évalués pour chacun des
5 profils calculés a partir de I'image FFOCT, c'est-a-dire que les résultats histologiques

qualitatifs ont été comparés aux résultats quantitatifs FFOCT résultats.
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Ces corrélations ont été évaluées car I'histologie est actuellement considérée comme le gold
standard pour |'évaluation de la dégénérescence cartilagineuse et est la procédure standard
dans laquelle les observateurs avaient une expérience antérieure. En outre, il a permis de
comparer les résultats de notre étude avec ceux obtenus par Mow et al(104), qui a comparé

les aspects qualitatifs de I'histologie avec les parameétres quantitatifs de surface OCT.

(iv)L'ensemble final de corrélations a été évalué entre les 16 parametres de surface
évalués pour chacun des 5 profils calculés a partir de I'image histologique et les 16
parametres de surface évalués pour chacun des 5 profils calculés a partir de l'image
FFOCT, c'est-a-dire les résultats histologiques quantitatifs ont été comparés aux

résultats quantitatifs FFOCT.

Les corrélations les plus élevées et les plus significatives ont été obtenues a partir du profil O:
800 um en utilisant les parametres de surface: Ra, Rg, Rpm, Rtm, Ry et Rt. Les corrélations
obtenues sont soit fortes (0,6 < p <0,8) soit tres fortes (0,8 < p < 1,0), avec une signification
statistique élevée apres correction de Bonferroni (p <). Les meilleurs résultats ont été obtenus
a partir de | 'histologie qualitative versus |'histologie quantitative, suivie de ['histologie
guantitative par rapport au FFOCT quantitatif, puis a | 'histologie qualitative par rapport au

FFOCT quantitatif et enfin au FFOCT qualitatif par rapport au FFOCT quantitatif.

Afin d'apprécier les résultats obtenus par rapport aux travaux récents réalisés a I'aide d'images
OCT, les résultats de corrélation ont été comparés a ceux obtenus a partir de I'étude réalisée
par Brill et al(104). Leur étude a utilisé certains des mémes parametres de surface pour
quantifier le profil de 0: 800 um qu'ils ont dérivé des images d'OCT, et a corrélé les résultats
avec les grades histologiques qualitatifs (en utilisant un systéeme de classement différent, mais
néanmoins similaire). En comparant leurs résultats aux résultats « histologie qualitatif versus
FFOCT quantitatif » (tableau 12 - troisieme ligne), on constate que nos résultats de corrélation
sont en moyenne 20,8 + 10,8% plus élevés (comparant les mémes paramétres). L'amélioration
peut étre expliquée par la résolution accrue offerte par la FFOCT (résolution axiale de 0,78
pum) par rapport a I’OCT (résolution axiale de 7,5 um dans I'article de Brill et al(104)). De plus,

il a été rapporté par Brill et al(104) que la correspondance appropriée des images OCT et des
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coupes d'histologie était difficile et peut avoir introduit une imprécision. Grace a une
conception soigneuse du protocole, notre étude a permis d'acquérir des images FFOCT avec

une adaptation presque parfaite a la section histologique correspondante (a 3 um pres).

Les box-plots des paramétres de surface quantitatifs en fonction des grades OOCHAS (figure
59-61) montrent que pour chacun des 3 ensembles de comparaisons, les parametres
augmentent de facon continue a l'échelle um avec les classes OOCHAS croissantes.
Cependant, I'analyse statistique a révélé que les changements n'étaient pas assez significatifs
pour différencier un certain nombre de grades OOCHAS voisins, en particulier dans les 3 séries
de comparaisons, OOCHAS grade 1-2, 2-4 et 3-4. De plus, on peut voir en particulier dans les
box-plots des parameétres de surface FFOCT en fonction des grades FFOCT OOCHAS (figure 57),
qu'il existe une différence significative dans les valeurs des parameétres entre OOCHAS grade
1-2 et OOCHAS Grade 3-4. La tendance est moins visible dans les autres box-plots (histologie
qualitative versus histologie quantitative et histologie qualitative versus FFOCT quantitatif),
ce qui pourrait impliquer qu'il est plus difficile d'attribuer correctement le grade OOCHAS dans
les images FFOCT que dans les sections histologiques, en raison de la faible résolution,
I'absence de contraste de couleur (par exemple, un cedéme est identifié en histologie par un
changement de couleur). Enfin, la moins bonne expérience pour le classement des images

FFOCT que celle des sections histologiques pourrait étre également une explication.

3.2.6.4.2 LIMITATIONS
Il y a un certain nombre de limitations associées a notre étude. La taille de I'échantillon est

limitée (n = 32 pour I'analyse quantitative) et nous espérons I'augmenter dans un proche
avenir. De plus, la répartition des grades OOCHAS dans le groupe d'échantillons était
hétérogene, avec un nombre beaucoup plus élevé de gradations de niveau bas (OOCHAS
grade 1-2, n = 22) que de niveau élevé (OOCHAS grade 3-5, n = 11). Néanmoins, la taille de
I'échantillon et I'ensemble d'échantillons ont été suffisants pour permettre d'obtenir des

résultats ayant un niveau statistiquement significatif.

A partir du jeu d'échantillons, un échantillon a été exclu de l'analyse quantitative car
I'algorithme développé nécessite un contour de la surface cartilagineuse en entrée.

L'échantillon exclu a été classé OOCHAS 5 (a la fois en histologie et FFOCT), ce qui signifie que
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le cartilage avait été completement érodé et I'os était a nu. Une limitation de notre algorithme
développé est donc que seul le cartilage d'OOCHAS grade 1-4 peut étre actuellement analysé.
Une autre limitation de I'algorithme est que, bien que la quantification de surface soit presque
automatique, il est actuellement nécessaire qu'un observateur identifie manuellement le
début et la fin du contour d'air-cartilage a partir du contour segmenté de I'échantillon. En
outre, I'observateur est chargé d'identifier tout ou partie du contour qui est représentatif de
la note qu'il estime pour le cartilage dans l'image, afin d'imiter la procédure de classement
qualitatif. Cette étape manuelle dans l'algorithme introduit donc la subjectivité dans les
résultats. En conséquence, des travaux sont actuellement entrepris pour développer
davantage l'algorithme de sorte que (i) des échantillons de cartilage d'OOCHAS grade 5 et 6

puissent étre analysés et (ii) la définition du contour d'air-cartilage soit automatique.

3.2.6.5 CONCLUSION

En conclusion, cette étude est a notre connaissance la premiére a avoir développé un
algorithme semi-automatique pour évaluer la dégénérescence cartilagineuse a partir d'image
FFOCT. Six parametres de surface ont pu étre identifiés comme fortement corrélés au stade
arthrosique histologique OARSI. Les perspectives autour de ce travail incluent la réalisation
d’une étude permettant I'amélioration des résultats obtenus en testant des combinaisons des
différents parameétres de rugosité, voire en incluant d’autres paramétres quantitatifs

structurels.
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4 PERSPECTIVES

Le chapitre précédent nous a permis de valider l'intérét de la FFOCT pour I'évaluation
guantitative du cartilage a partir de son profil de surface. Néanmoins cette évaluation ex vivo
reste insuffisante, en I'état, pour trouver un intérét clinique. En effet, I'objectif d’une
prévention secondaire des lésions arthrosiques cartilagineuses, selon les recommandations
de I'OMS est de pouvoir fournir au clinicien un outil d’'imagerie peropératoire permettant de
réaliser un « état des lieux » du statut cartilagineux de maniere automatique afin de

permettre la mise en place de mesures de prévention si nécessaire.

Le cahier des charges pour établir un tel « carnet de santé du cartilage » passe par plusieurs

étapes.

La premiére est la recherche et la validation de plusieurs parameétres quantitatifs présentant
une forte corrélation avec la dégénérescence arthrosique a un stade précoce. Pour ce faire,
les évaluations a I'échelle histologiques seront a privilégier pour caractériser ces lésions
précoces (21). La combinaison de ces paramétres entre eux devra permettre d’en augmenter

la puissance.

La deuxieme étape sera de développer des outils d’imagerie in vivo capable de fournir les

parametres quantitatifs développés précédemment.

Enfin le recueil de ces données épidémiologiques devra permettre d’établir des niveaux de
risque de dégénérescence arthrosique pour les patients permettant de justifier des mesures

thérapeutiques de prévention.

Ainsi dans ce chapitre, nous vous présenterons les différents axes de recherche que nous

avons mis en place pour répondre a ces problématiques.
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4.1 RECHERCHES DE NOUVEAUX PARAMETRES POUR UNE EVALUATION
QUANTITATIVE DE LA QUALITE DU TISSUS CARTILAGINEUX

La FFOCT nous a permis de réaliser des images a partir de coupes histologiques. Néanmoins,
la profondeur maximale d'analyse de la FFOCT dans le cartilage est limitée a environ 600
micrometres. Cela limite donc son utilisation potentielle in vivo, a une analyse de la couche
superficielle du tissu cartilagineux. La recherche de parameétres quantitatifs permettant de
caractériser la dégénérescence arthrosique grace cette technologie FFOCT devra ainsi
concerner |'analyse de la surface ou de la couche superficielle. Les paramétres structurels ou
morphométriques intéressant I'ensemble du volume cartilagineux nécessiteront une

approche multimodale pour pouvoir étre évalués.

4.1.1 ANALYSES DU CARTILAGE EN 3D

L'imagerie FFOCT est limitée par un manque de pénétration. En raison de sa nature stratifiée,
le cartilage articulaire présente une rétrodiffusion lumineuse dépendant de la profondeur et

des propriétés d'atténuation.

C'est pourquoi récemment Puhakka et al(181) ont proposé une estimation des propriétés du
cartilage articulaire a I'aide d'une analyse multivariée (parameétres de rugosité) du signal de
tomographie de cohérence optique. L'analyse multivariée du signal OCT a fourni de bonnes
estimations pour la structure, la composition et les propriétés mécaniques des tissus. Cette
technique peut améliorer de maniére significative I'évaluation OCT de l'intégrité du cartilage
articulaire et pourrait étre appliquée, par exemple, dans la délimitation des zones dégénérées

autour du cartilage

Des études antérieures ont démontré une corrélation élevée entre les images OCT et les
histologies de référence(27,169,182). Jusqu'a présent, l'applicabilité in vivo d'OCT a été
démontrée dans le contexte de la chirurgie ouverte du genou(172) et de l'arthroscopie(170).
D'autres études ont évalué le potentiel des OCT dans la détection de la dégénérescence
précoce du cartilage. Brill et al ont démontré une corrélation étroite-linéaire entre les

parametres de rugosité et la dégénérescence du cartilage(104). Nebelung et al, identifient et
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valident les paramétres pertinents et leur contribution au classement objectif, normalisé et
reproductible de la dégénérescence du cartilage(26). Ils ont également étudié la valeur
diagnostique de I'OCT 3-D en temps réel par rapport aux OCT conventionnels 2-D dans le
classement complet de la dégénérescence du cartilage humain(103). L'imagerie OCT a été
effectuée en obtenant une seule image en deux dimensions (2-D OCT) ou en collectant 100
images simultanées paralléles 2-D OCT pour générer un ensemble de données volumétriques
de 8 mm X 8 mm (3-D OCT). Cette étude a démontré que l'imagerie OCT et |'analyse d'image
3-D sont appropriées pour une évaluation objective, reproductible et cohérente du cartilage.
Les ensembles de données en volume 3-D permettent la génération de représentations en 3D,
de topographie de surface, de paramétrage et d'image en coupe 2D qui ont été démontrées
comme étant potentiellement utiles pour la quantification et la caractérisation de
modifications dégénératives. Néanmoins, la résolution de leur appareil était d'environ 80
microns. Il leur a permis de comparer I’OCT a une image histologique a un grossissement de
40X. Par conséquent, contrairement a nous, il leur était impossible d'évaluer I'architecture
cellulaire des couches de cartilage qui pourraient étre essentielles pour analyser |'arthrose
précoce. En outre, Brill et al(28) ont récemment démontré que la majorité des paramétres du
profil de surface 3D présentaient des différences significatives et des corrélations
dépendantes de la dégénérescence arthrosique (a I'exception du stade arthrosique le plus
sévere) et étaient d’un intérét diagnostique certain dans I'évaluation de l'intégrité de la
surface. Néanmoins, aucun des parametres du profil de surface 3D étudiés ne permettait de
différencier de maniere fiable le cartilage sain et dégénératif précoce, alors que la taille des

zones de balayage affectait considérablement les valeurs des parameétres.

Ces travaux nous encouragent a nous poser la question de I'intérét de I'imagerie 3D pour la
FFOCT. Nous avons réalisé plusieurs essais, dont nous vous présentons les images recueillies.
Plusieurs problémes nous limitent encore pour pouvoir mener une étude sur la FFOCT 3D.
Premiérement, I'analyse en profondeur est limitée, ce qui limite I'étude a une analyse de
surface ou des couches superficielles du cartilage. Or, lors de la réalisation de la FFOCT
I’échantillon est plaqué contre la surface vitrée. Cela rend l'interprétation des parameétres de
surface biaisée a priori. Deuxiemement la reconstruction 3D est limitée en termes de taille.
Compte tenu de la taille informatique des images acquises I'analyse et la reconstruction 3D

ne peut se limiter qu’a une surface d’échantillon n’excédant pas quelques millimetres. Il est
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certains qu’avec des ordinateurs plus puissants, grace aux prochaines améliorations

technologiques, cela ne devrait plus étre un frein.

FIGURE 57 RECONSTRUCTION DE LA SURFACE 3D EN FFOCT D’UN ECHANTILLON DE CARTILAGE ET UNE COUPE AXIALE CORRESPONDANTE
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fibres elastiques

FIGURE 58 VUE LATERALE D'UNE RECONSTRUCTION 3D FFOCT AVEC ANALYSE DE CONTRASTE EN DENSITE DU CARTILAGE
ON OBSERVE UNE ARCHITECTURE SIMILAIRE A CELLE DES DIFFERENTES COUCHES DU CARTILAGE OBSERVEES EN HISTOLOGIE
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4.1.2 INTERET DE L'EVALUATION DE LA DENSITE CELLULAIRE

De nombreuses recherches sont menées pour comprendre les mécanismes
physiopathologiques de I'arthrose. La majorité de ces études essaie d’évaluer a |'échelle
cellulaire et génétique les facteurs de risques et les mécanismes du processus arthrosique. En
paralléle de ces travaux dont |‘objectif final serait la création de nouvelles voies
thérapeutiques, d’autres études s’intéressent aux conséquences cellulaires du processus
arthrosique en vue d’établir un diagnostic précoce. Cela semble d’autant plus pertinent que
les travaux de recherche les plus récents tendent a montrer que le processus d’arthrose post
traumatique s’enclencherait trés rapidement a la suite de la contusion cartilagineuse(183).
Ainsi parmi ces signes précoces la diminution de la densité cellulaire en chondrocyte des
couches superficielles du cartilage serait le reflet d’'une dérégulation du processus d’apoptose
témoignant d’une arthrose débutante(184-186). La prochaine étape pourrait donc étre de
déterminer un seuil de cellularité de chondrocytes au niveau de la couche superficielle en deca
duquel le diagnostic d’arthrose précoce pourrait étre porté. L'OCT grand champ combinée a
des outils d’analyse automatique de la densité cellulaire pourrait étre un outil intéressant pour

répondre a cette problématique.

Afin d’explorer cette nouvelle approche quantitative, nous conduisons des travaux sur la
relation entre la densité cellulaire et le stade d’arthrose OARSI sur des coupes histologiques.
Pour ce faire, nous essayons d’établir dans un premier temps la relation entre la densité
cellulaire, le nombre de clusters (amas cellulaire) <2 chondrocytes, le nombre de clusters >2
chondrocytes avec le score OARSI. En effet il semblerait que les clusters de moins de 2 cellules
soient normalement présents dans le cartilage et témoins de son intégrité alors que des amas
plus important seraient clairement un processus d’adaptation a la dégénérescence

arthrosique(187).
Nous vous présentons ici les résultats préliminaires de ces travaux.

Le Tableau ci-dessous vous présente la densité cellulaire et le nombre de clusters <2 ou >2
chondrocytes pour une surface standardisée de 10000 um? au niveau de la couche

superficielle du cartilage.
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TABLEAU 15 DENSITE CELLULAIRE ET LE NOMBRE DE CLUSTERS <2 OU >2 CHONDROCYTES POUR UNE SURFACE
STANDARDISEE DE 10000 pM? AU NIVEAU DE LA COUCHE SUPERFICIELLE DU CARTILAGE

nb nb
nb nb nb
., . nb chond/ | OARSI clusters clusters
Référence Aire pm?| chond i clusters | clusters
10000um?2 | histo <=2/ >2/
[sample <=2 >2
10000um? | 10000.m?

15D29-B 516360 78 1,511 1 48 0,930 0,077

15D29-D 590221 128 2,169 1 96 1,627 0,034

15D32-A 458054 98 2,139 1 69 1,506 0,087
al| 378305

15D32-D |a2| 181351 348 4,453 4 2 30 0,026 0,384
a3 | 221863

15D114-A 1886199 154 0,816 1 130 2 0,689 0,011

15D125-B 677059 158 2,334 3 12 21 0,177 0,310

15D125-E 564169 82 1,453 1 73 0 1,294 0,000

15D125-G 663220 76 1,146 1 47 4 0,709 0,060

15D137-A 668919 150 2,242 1 101 8 1,510 0,120

15D137-C 594189 110 1,851 1 50 12 0,841 0,202

15D151-A 638856 76 1,190 1 51 3 0,798 0,047

15D151-C 549977 91 1,655 3 4 15 0,073 0,273

15D152-A 642357 97 1,510 1 84 1 1,308 0,016
al| 233273

15D152-C 62 2,196 3 8 9 0,283 0,319
a2 | 49040

15D154-B 538927 78 1,447 4 17 12 0,315 0,223
al| 288121
a2 | 235266

15D154-D 207 2,519 3 25 31 0,304 0,377
a3 | 184759
ad | 113523

L’analyse des coefficients de corrélations de Spearman entre ces « densités » de chondrocytes

ou de clusters avec le score OARSI retrouve :

e |’absence de corrélation entre le nombre des chondrocytes et le score OARSI

e Une forte corrélation (rho = -0.752, p < 0.001) entre le nombre des clusters avec un ou deux

chondrocytes et le score OARSI (i.e. le nombre des clusters avec 1 ou 2 chondrocytes diminue

qguand le score OARSI augmente)

e Une forte corrélation (rho = 0.820, p < 0.001) entre le nombre des clusters de >2

chondrocytes et le score OARSI(i.e. le nombre des clusters avec >2 chondrocytes augmente

qguand le score OARSI augmente)
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nb .clusters / 10000 um? wrt oarsi score

1,800
nb clusters <=2/ 10000 um?
1,600
g 1,400 nb clusters>2 / 10000 um?
o 1,200
8
S 1,000 Linéaire (nbclusters<=2/
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(%]
E 0,600 Linéaire (nbclusters>2/
@ 10000 um?)
>
S 0,400
2 0,200
0,000 R2? = 0,68049
0,200 0 1 2 3 4 5
score OARSI histo R2=0,7508

FIGURE 59 RELATION ENTRE LE SCORE OARSI ET LE NOMBRE DE CLUSTERS/ 10000 um’
LE NOMBRE DES CLUSTERS AVEC >2 CHONDROCYTES AUGMENTE QUAND LE SCORE OARSI AUGMENTE ; LE NOMBRE DES
CLUSTERS AVEC 1 OU 2 CHONDROCYTES DIMINUE QUAND LE SCORE OARSI AUGMENTE

Ces résultats préliminaires sont intéressants car ils préfigurent la possibilité d’utiliser la
densité en clusters <2 chondrocytes comme parameétre quantitatif de I’évaluation des stades
précoce d’arthrose. D’autre part il confirme les publications les plus récentes sur
'augmentation de la densité des volumineux clusters dans les stades élevés
d’arthrose(187,188). Il s’agissait jusqu’a présent d’études ayant observé le phénoméne chez

'homme et I'animal sans toutefois I'avoir quantifié ni corrélé a un grading d’arthrose

histologique précis.

Bien sar, il s’agit de résultats préliminaires dans la mesure ou ces travaux présentent certaines
limitations. En effet, le nombre d’échantillon est limité bien que les résultats obtenus soient
significatifs. Il sera donc nécessaire d’augmenter le volume des échantillons pour aboutir a des
abaques fiables. Deuxiemement les analyses histologiques ont été réalisées manuellement
par un anatomopathologiste expérimenté (Dr B.Boisson). Elles sont le prérequis nécessaire au
développement d’outils d’analyse informatique automatisés permettant d’obtenir ces
densités de clusters de maniére automatique. Enfin, lorsque ces parameétres quantitatifs
auront été validés pour I'analyse de coupes histologiques, nous essaieront d’évaluer la

capacité de I'OCT grand champ a « challenger » I’analyse histologique.
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FIGURE 60 PROCESSUS DE FORMATIONS DE CLUSTERS DE >2 CHONDROCYTES DANS LA DEGENERESCENCE
ARTHROSIQUE(181)
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4.2 DEVELOPPEMENT D’OUTILS D’EVALUATION PEROPERATOIRE

L'OMS recommande le développement d’outils d’'imagerie innovants pour le diagnostic
précoce, le monitoring et le traitement curatif a un stade précoce de 'arthrose(10). L'intérét
d’une imagerie peropératoire prend ainsi tout son sens. Or tous les outils d'imagerie présentés
précédemment sont, en I'état, réservés a une utilisation de recherche in vitro. Cela rend donc
les perspectives d’évaluation quantitative multimodale des lésions cartilagineuses précoces

inaccessibles a la pratique clinique.

Pour répondre a cette problématique, le laboratoire TIMC-IMAG travaille au développement

de techniques d’imagerie peropératoire lors de chirurgies arthroscopiques du genou.

4.2.1 SonDE FFOCT ENDOSCOPIQUE

L'autre modalité d’imagerie développée au sein du laboratoire TIMC-IMAG est I'utilisation
d’une sonde endomicroscope FFOCT dans le cadre du projet ANR NOCT (réference ANR-13-
TECS-0008). Le développement de cette sonde a pour objectif in fine de pouvoir amener au
bloc opératoire les informations sur la caractérisation quantitative des Iésions dégénératives
cartilagineuses que nous avons développées dans les chapitres précédents. Nous vous
présentons dans les figures ci-dessous des exemples d’'imagerie obtenues avec cette sonde en
comparaison avec les images FFOCT conventionnelles, sur des échantillons de cartilage
identiques. Nous espérons que cette technique d’imagerie puisse aboutir prochainement a
des essais in vivo. Le développement de cette sonde devra répondre a plusieurs impératifs
cliniques. L'obtention des mesures quantitatives et leur production devra étre automatisée
afin de ne pas générer une dégradation de la durée et de la facilité de la procédure
chirurgicale. Enfin un élément intéressant dans le développement de cette sonde FFOCT
endoscopique pourrait-étre le développement d’'un environnement navigué. Cela permettrait
de réaliser une cartographie précise des mesures réalisées, avec un enrichissement par
d’autres modalités (échographie peropératoire, IRM) sur un méme référentiel anatomique et

leur éventuelle surveillance dans le temps.
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FIGURE 61 SONDE FFOCT ENDOSCOPIQUE LLTECH

FIGURE 62 IMAGE OBTENUE A PARTIR DE LA SONDE FFOCT ENCDOSCOPIQUE (HALO BLEU) ET IMAGE FFOCT
CONVENTIONNELLLE DE L’ECHANTILLON COMPLET CARTILAGINEUX
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Cluster de 2 chondrocytes

FIGURE 63 ANALYSE DE L'IMAGE FFOCT ENDOSCOPIQUE AVEC IDENTIFICATION DES CHONDROCYTES
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4.3 CONCLUSION

Les pistes de recherche présentées devraient permettre I’évaluation multimodale du tissu
cartilagineux en peropératoire. Nous pensons que la caractérisation des Iésions
cartilagineuses, par plusieurs parametres quantitatifs combinés, et de maniére automatique
sera a I’avenir accessible en peropératoire. Néanmoins la pertinence clinique ne pourra étre
vérifiée que si ces données peuvent étre comparées a des données épidémiologiques établies
a grande échelle, afin d’établir des niveaux de risque de dégénérescence arthrosique pour des
groupes de patients similaires, permettant ainsi de justifier des mesures thérapeutiques de

prévention.

I EEUCHEGUIVG I ¢ Analyse rugosité en profilométrie * Analyse rugosité de surface
* Analyse densité cellulaire en 2D ¢ Analyse densité cellulaire en 2D
superficielle

G—

e i FOCT IN VIVO

* Analyse rugosité de surface I ; I
* Analyse rugosité de surface ¢ Analyse densité cellulaire en 2D

¢ Analyse densité cellulaire volumique superficielle

FIGURE 64 PERSPECTIVES DE RECHERCHE POUR LA CARACTERISATION DU CARTILAGE PAR FFOCT
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6 ANNEXES

6.1 ANNEXE 1
TABLEAU 16 CORRELATIONS ENTRE LES GRADES QUALITATIFS OOCHAS ET LES PARAMETRES QUANTITATIFS DE SURFACE SUR COUPES HISTOLOGIQUES
Corrélations OOCHAS histo vs parametres quantitatifs du profil histo ; outliers retirés avec la méthode ESD (alpha = 0,0001)
Ra Rq Rz Rzbis Rp Rv Rpm Rvm Rt Rtm Ry R3y R3z kFactor Rsk Rku
Primaire R2 0,78 0,79 0,72 0,75 0,75 0,76 0,76 0,81 0,79 0,81 0,74 0,48 0,65 0,11 0,02 0,03
rho 0,80 080 -0,76 0,79 0,79 0,79 0,78 0,81 0,81 0,78 0,80 0,66 0,74 0,30 -0,09 -0,09
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,090 0,641 0,612
Ondulation R2 0,75 0,75 0,03 0,72 0,67 0,65 0,74 0,74 0,73 0,74 0,66 0,05 0,02 0,03
rho 0,80 080 -0,17 0,80 0,78 0,78 0,79 0,80 0,81 0,81 0,81 0,15 0,01 -0,04
p-value | 0,000 0,000 0,364 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,411 0,943 0,808
Rugosité R2 0,71 0,71 0,72 0,67 0,53 0,73 0,64 0,73 0,67 0,70 0,61 0,38 0,51 0,23 0,01 0,04
rho 0,76 0,77 -0,80 0,75 0,69 0,80 0,73 0,77 0,77 0,76 0,73 0,61 0,69 0,47 -0,07 -0,21
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,687 0,260
0:150 um R2 0,75 0,77 0,72 0,74 0,62 0,74 0,68 0,80 0,72 0,76 0,70 0,16 0,42 0,24 0,02 0,04
rho 0,78 0,79 -0,79 0,77 0,68 0,79 0,76 0,80 0,77 0,77 0,77 0,34 0,64 0,53 -0,09 -0,18
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,002 0,617 0,326
0:800um R2 0,81 0,78 0,65 0,52 0,77 0,62 0,63 0,75 0,71 0,05 0,05 0,03
rho 0,83 0,82 0,80 0,67 0,80 0,75 0,82 0,81 0,83 -0,15 0,12 0,09
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‘ p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,414 0,514 0,638
TABLEAU 17 CORRELATIONS ENTRE LES GRADES QUALITATIFS OOCHAS ET LES PARAMETRES QUANTITATIFS DE SURFACE SUR COUPES FFOCT
Corrélations OOCHAS FFOCT vs parametres quantitatifs du profil FFOCT ; outliers retirés avec la méthode ESD (alpha = 0,0001)
Ra Rq Rz Rzbis Rp Rv Rpm Rvm Rt Rtm Ry R3y R3z kFactor Rsk Rku
Primaire R2 067 069 034 068 066 060 068 063 065 066 063 048 049 0,00 0,01 0,00
rho o77 o077 -060 078 073 068 075 074 0,72 0,77 0,74 064 0,64 -0,07 0,09 0,08
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,708 0,633 0,676
Ondulation R2 068 068 021 0,70 0,72 062 071 068 068 0,70 0,68 0,07 0,02 0,02
rho 0,74 o075 -033 o077 o080 075 1078 0,75 0,77 0,76 0,77 0,25 0,09 0,06
p-value | 0,000 0,000 0,061 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,176 0,605 0,736
Rugosité R2 05T 051 o037 048 040 046 048 048 045 048 051 0,13 0,23 0,03 0,01 0,01
rho 0,68 068 -054 066 059 060 065 065 064 067 066 033 045 0,26 -0,04 -0,03
p-value | 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,066 0,010 0,149 0,830 0,878
0:150 um R2 064 065 045 061 062 058 063 059 o064 062 063 031 0,33 0,01 0,00 0,00
rho 0,74 o075 -062 073 0710 0,70 073 o071 1074 1073 0,75 046 0,51 0,10 -0,09 -0,10
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 0,003 0,595 0,637 0,589
0:800um R2 0,62 0,63 0,42 062 048 064 058 1062 0,63 0,00 0,01 0,01
rho 0,78 0,77 068 0,71 o079 0,77 0,77 0,77 0,76 0,01 0,12 0,16
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,975 0,508 0,384
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TABLEAU 18 CORRELATIONS ENTRE LES GRADES QUALITATIFS OOCHAS HISTOLOGIQUES ET LES PARAMETRES QUANTITATIFS DE SURFACE SUR COUPES FFOCT

Corrélations OOCHAS histo vs parameétres quantitatifs du profil FFOCT ; outliers retirés avec la méthode ESD (alpha = 0,0001)

Ra Rq Rz Rzbis Rp Rv Rpm Rvm Rt Rtm Ry R3y R3z kFactor Rsk Rku

Primaire R2 0,72 0,74 055 075 o070 o069 072 075 1072 0,75 069 049 049 0,00 0,01 0,00
rho o,77 076 -069 0,78 0,74 072 075 0,77 076 078 0,75 065 0,63 -0,02 0,05 0,07
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,934 0,770 0,692

Ondulation R2 0,74 075 028 078 068 072 1073 0,74 0,72 0,74 0,66 0,19 0,04 0,03
rho 0,76 0,76 -036 0,77 0,77 0,76 0,77 0,75 0,77 0,76 0,74 0,36 0,06 0,02
p-value | 0,000 0,000 0,045 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,043 0,729 0,910

Rugosité R2 053 053 043 052 041 046 050 051 o046 051 050 0,14 0,23 0,03 0,02 0,02
rho 067 068 -059 067 058 064 065 068 066 067 067 037 048 0,31 -0,12 -0,10
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,035 0,005 0,082 0,515 0,595

0:150 um R2 068 069 052 066 061 068 068 065 069 067 067 0,26 0,32 0,03 0,01 0,00
rho 0,74 0,75 -064 0,74 o070 075 1074 074 076 075 074 045 0,51 0,21 -0,04 -0,05
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009 0,003 0,259 0,832 0,777

0:800um R2 0,64 0,65 049 058 1059 o063 061 069 0,71 0,01 0,02 0,01
rho 0,77 0,77 068 0,72 1079 0,77 0,78 0,78 0,79 -0,01 0,09 0,13
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,961 0,634 0,475
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TABLEAU 19 CORRELATIONS ENTRE LES PARAMETRES QUANTITATIFS DE SURFACE HISTOLOGIQUES ET FFOCT

Corrélations parametres quantitatifs du profil histo vs parameétres quantitatifs du profil FFOCT ; outliers retirés avec la méthode ESD (alpha = 0,0001)

Ra Rq Rz Rzbis Rp Rv Rpm Rvm Rt Rtm Ry R3y R3z kFactor Rsk Rku

Primaire R2 08 08 058 084 056 o080 072 08 077 081 065 046 0,58 0,03 0,02 0,00
rho 0,78 0,77 066 08 063 o078 0,77 079 0,77 0,77 0,76 0,70 0,70 0,21 -0,15 -0,14
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,247 0,402 0,448

Ondulation R2 08 08 005 081 053 o073 08 081 0,72 082 0,62 0,11 0,03 0,02
rho o8 o079 o018 o081 o076 079 074 079 078 0,76 0,71 0,30 -0,27 -0,29
p-value | 0,000 0,000 0,317 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,100 0,142 0,102

Rugosité R2 058 059 056 053 039 045 052 057 046 055 052 0,08 0,17 0,00 0,00 0,01
rho 067 068 o060 065 051 o061 066 063 065 067 064 0,37 050 0,08 0,09 0,08
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0,004 0,658 0,611 0,647

0:150 um R2 080 081 o065 0,74 056 070 o069 074 069 0,74 067 015 0,32 0,04 0,00 0,00
rho 0,76 0,78 o066 073 063 0,71 074 076 070 0,75 067 051 0,59 0,15 -0,01 -0,07
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,411 0,969 0,700

0:800um R2 0,78 0,69 033 064 055 061 047 062 054 0,17 0,04 0,03
rho 0,83 0,83 064 071 o076 0,77 0,73 080 0,76 0,36 -0,07 -0,06
p-value | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,043 0,708 0,761
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6.2 ANNEXE 2
Les parametres de surface sont définis comme suit : La hauteur moyenne arithmétique, R,,
est définie comme |'écart absolu moyen des irrégularités de profil par rapport a la ligne

moyenne, calculée sur chaque longueur d'échantillonnage puis moyennée sur le profil :
n
1
R, =:E |YA
i=1

~Mean Line

L
Hj M I

a

FIGURE 65 DEFINITION DE LA HAUTEUR MOYENNE ARITHMETIQUE, R,

La rugosite moyenne quadratique, R,, représente |'écart-type de la distribution des hauteurs

de surface, calculée sur chaque longueur d'échantillonnage puis moyennée sur le profil :

Le systéeme ISO international définit la hauteur en n points, R, (;50y, comme la différence de
hauteur entre la moyenne des n sommets les plus élevés et les n creux les plus bas le long du

profil :

1 n n
R, 1so) = n (Z pi — Z vi)
i=1 1

i=
Le systeme DIN allemand définit la hauteur en n points, R, (p;y), comme la moyenne de la

sommation des n pics les plus élevés et des n vallées les plus basses le long du profil :
n n
1
R, pivy = o Zpi +Zvi
=1 =1
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FIGURE 66 DEFINITION DES PARAMETRES, R, 50, R, (o1v)

La hauteur maximale des pics, R,,, est définie comme la hauteur maximale du profil au-dessus
de la ligne moyenne, calculée le long du profil. La hauteur moyenne des pics, R,,, est définie
comme la moyenne de la hauteur maximale des pics obtenus pour chaque longueur

d'échantillonnage le long du profil :

n
1
R
i=1

La profondeur maximale des vallées, R,,, est définie comme la profondeur maximale du profil
sous la ligne moyenne, calculée le long du profil. La profondeur moyenne des vallées, R,
est définie comme la moyenne de la profondeur maximale des vallées obtenue pour chaque

longueur d'échantillonnage le long du profil :

La hauteur maximale du profil, R;, est définie comme la distance verticale entre le pic le plus
haut et le plus bas, calculé le long du profil :

R, =R, +R,
La moyenne de la hauteur maximale de créte a vallée, R;,,, est définie comme la moyenne
des hauteurs de créte maximale a vallée (distance verticale entre le sommet le plus élevé et

la vallée la plus basse) obtenues pour chaque longueur d'échantillonnage le long du profil :

n

1
Rem = n ZRti

i=1
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FIGURE 67 DEFINITIONS DES PARAMETRES, Ry, Rpm, Ris Rym, Rem

=
=Ry
e
'“RV4=R\' —

Le plus grand pic a la hauteur de la vallée, R,, est défini comme la plus grande valeur des
hauteurs maximales de créte a vallée obtenues pour chaque longueur d'échantillonnage le
long du profil :
R, = max (R
y 1sisn( tl)
La moyenne de la troisieme hauteur de point, R;,, est définie comme la moyenne des

troisiemes hauteurs de point (distance entre le troisieme pic le plus haut et le troisieme plus

bas) obtenues pour chaque longueur d'échantillonnage le long du profil :

n
1
R;, = E (Z R3yi>
i=1

La troisieme hauteur de point, R3,,, est définie comme la valeur la plus grande des troisiemes

hauteurs de point obtenues pour chaque longueur d'échantillonnage le long du profil :

Ry = max(Rayi)

FIGURE 68 DEFINITIONS DES PARAMETRES R3,, Rz,

Le facteur de solidité du profil, k, est défini comme le rapport entre la profondeur maximale

des vallées et la hauteur maximale du profil :
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R,

k=R_t

L'asymétrie, R, est le troisieme moment central de la fonction de densité de probabilité

d'amplitude du profil, calculée le long du profil :

1 N
3
= 3 E Vi )
NR, <i=1

Rsk

Le kurtosis, Ry, est le quatrieme moment central de la fonction de densité de probabilité

d'amplitude du profil, calculé le long du profil :

1 N
4
= 4 zyl )
NR, <i=1

Profile Distribution

AN A N
ANV AR

Rku

Positive
Skewness
Negative
Skewness

FIGURE 69 DEFINITIONS DE L'ASYMETRIE R,ET DE L'AMPLITUDE DE LA COURBE DE DISTRIBUTION
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Profile

FIGURE 70 DEFINITION DU PARAMETRE Rku

Distribution

Kurtosis > 3
(Leptokurtic)

Kurtosis < 3
(Platykurtoic)
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7 RESUMES :

Résumé :

L'Organisation Mondiale de la Santé recommande le développement d’outils innovants
d’imagerie pour le diagnostic précoce et le monitoring de I'arthrosedans le cadre d’une
prévention secondaire(10). L'objectif de ce travail de thése était d’établir l'intérét de
I'imagerie par OCT grand champ pour réaliser une évaluation du tissus cartilagineux

peropératoire.

La premiere partie de notre travail a consisté a définir a partir des données les plus récentes
de la littérature les parameétres qualitatifs et quantitatifs les plus pertinents pour évaluer les
Iésions cartilagineuses arthrosiques. Ce travail de synthése nous a semblé étre le prérequis
indispensable pour pouvoir développer des stratégies d’évaluation automatisé du cartilage en
peropératoire. En effet, il n’existe pas en |'état une technique d’imagerie combinant toutes
les qualités nécessaires pour caractériser le tissu cartilagineux. Les données actuelles
montrent que parmi les parametres quantitatifs, I’évaluation de I’état de surface, a une
échelle micrométrique apparait comme |'un des parameétres les mieux corrélés aux grades
histologiques d’arthrose qui demeurent le gold-standard. Cette revue de la littérature a
également mis en avant que les parameétres structurels, aussi bien biomécaniques que
biochimiques, souffrent en I’état de ne pas avoir fait I'objet d’'une corrélation avec les stades
arthrosiques histologiques, limitant ainsi leur intérét a des travaux de recherche
fondamentale. Enfin, nous avons constaté que les systémes d’imagerie les plus intéressants
(IRM, SEM, etc...) pour caractériser le cartilage, et de fait les plus étudiés n’étaient accessibles

gu’a un usage peropératoire et que trés rarement a un usage in vivo.

Dans la deuxieme partie de notre travail de theése, nous avons évalué la place de I'imagerie
par tomographie par cohérence optique grand champ (Full Field Optical Coherence
Tomography : FFOCT) pour la caractérisation du tissu cartilagineux. Nous avons exposé les
principes de I'OCT grand champ ainsi que les avantages et les inconvénients que présente
cette technique d’'imagerie en comparaison a celles listées dans notre revue de la littérature.

Puis nous avons présenté les résultats des évaluations descriptives, qualitatives et

157



guantitatives des lésions cartilagineuses arthrosiques par OCT grands champ. Ces travaux
expérimentaux sont, a notre connaissance, les premiers a avoir permis de développer un
algorithme semi-automatique pour évaluer la dégénérescence cartilagineuse a partir
d’images FFOCT. Six paramétres de surface ont pu étre ainsi identifiés comme fortement

corrélés au stade arthrosique histologique OARSI.

Dans la troisieme partie de cette these, nous essayons de répondre a la question de
I'applicabilité clinique de ces travaux, en présentant les perspectives et les travaux de
recherche que nous conduisons. En effet, méme si les parameétres de surfaces sont fortement
corrélés aux grades arthrosiques histologiques, il semble indispensable de développer et de
valider de nouveaux parameétres quantitatifs, accessible a terme en peropératoire, qui
pourront étre combinés a ces premiers. Nous développons actuellement une thématique de
recherche avec | ‘étude de deux parametres structurels :la densité cellulaire des couches
superficielles du cartilage et I'analyse de la rugosité de surface du cartilage. En paralléle de
ces travaux, le développement d’un systéme d’imagerie accessible au bloc opératoire et a la
chirurgie endoscopique mini-invasive est poursuivi. La sonde endoscopique FFOCT-NOCT
développée en collaboration avec la société LLTech pourrait étre le futur systéme d’imagerie
peropératoire permettant d’obtenir les parameétres de caractérisation des Iésions

cartilagineuses que nous avons validés lors des expérimentations ex-vivo.
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Abstract :

The World Health Organization recommends as part of secondary prevention, the
development of innovative imaging tools allowing early diagnosis and assessement of
osteoarthritis (10). The objective of this thesis was to study full-field OCT imaging and

determine its ability to evaluate intraoperative cartilage tissue.

The first part of our work consisted in defining the most accurate qualitative and quantitative
parameters to evaluate osteoarthritis-induced cartilage lesions according to the latest
literature. This preliminary part seemed necessary to further develop peroperative cartilage
evaluation strategies. Indeed, to our knowledge, no existing technique allowed cartilaginous
tissue characterization. Among the quantitative parameters, the assessment of the cartilage
surface on a micrometric scale appeared to be best correlated to the histological grades of
osteoarthritis which are the gold standard. This review of the literature also revealed that the
structural parameters, both biomechanical and biochemical, lacked of actual correlation with
histological arthrosis stages, which limits their interest in fundamental research. Finally, we
noticed the most appropriate imaging systems for cartilage characterization (MRI, SEM, etc.)

were unusable peroperatively and were very rarely used in vivo.

In the second part of our work, we evaluated the ability of full field optical coherence
tomography (FFOCT) imaging to characterize cartilaginous tissue. We described the principle
of full field OCT, its advantages and disadvantages compared to the other existing imaging
techniques listed in our review of literature. We then displayed the results of the descriptive,
qualitative and quantitative evaluations of osteoarthritic cartilage lesions by full field OCT.
This experimental work is, to our knowledge, the first to develop a semi-automatic algorithm
in order to assess cartilage degeneration on FFOCT images. This allowed us to identify six

surface parameters strongly correlated with OARSI histological arthrosis.

In the third part of the thesis, we tried to determine the clinical applicability of this work,
exposed further perspectives and explained the research work that we lead. Indeed, although
the surface parameters were strongly correlated with the osteoarthritis grades, it seems

essential to develop and validate new quantitative parameters that can be combined with
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these first ones. We are currently working on two structural parameters: the cell density of
the superficial layers of the cartilage and the analysis of the surface roughness of the cartilage.
At the same time we are working on the development of a peroperative and minimally
invasive imaging system for endoscopic surgery. The endoscopic probe FFOCT-NOCT
developed with the LLTech company could in the future allow to characterize cartilage lesions

with the parameters we validated during the ex-vivo experiments.
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