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Liste des abréviations

2D : bidimensionnel

3D : tridimensionnel

AH : acide hyaluronique

BT : coloration bleu de toluidine

CV : coefficient de variation

CV% : coefficient de variation exprimé en pourcentage
dGEMRIC : delayed Gadolinium Enhanced MRI of Cartilage
EVA : échelle visuelle analogique

FSE : séquence d’acquisition IRM Fast Spin Echo
GAGs : glycosaminoglycanne

Gd-DTPA : acide diéthylénetriamine pentaacétique a coeur de gadolinium
HES : coloration hématoxyline — éosine — safran

IMC : indice de masse corporelle ou indice de Quételet
IRM : imagerie par résonance magnétique

MMPs : métalloprotéases

NEX : nombre d’excitations

OARSI : Osteoarthritis Research Society International
PGs: protéoglycannes

RMN : résonance magnétique nucléaire

ROI : région d’intérétRegion Of Intere3t

RS : coloration rouge Sirius

S/B : signal sur bruit

SFA : Société Francaise d’Arthroscopie

TE : temps d’écho

TEP : tomographie par émission de positons

TR : temps de répétition

Tc%™: élément Technétium 99 métastable
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lntrocluction générale

L’arthrose, par sa fréquence et son impact socioprofessionnel, constitue une véritable
préoccupation de santé publique dans les pays occidentaux du fait du vieillissement global de
la population. Il s’agit d’'une affection dégénérative du cartilage articulaire dont la pathogénie
reste mal connue, malgré les nombreux travaux qui lui sont consacrés. Ainsi, le cartilage
hyalin, tissu avasculaire non innervé, est composé d’un contingent cellulaire remarquable, les
chondrocytes, largement dispersé au sein d’'une matrice extracellulaire trés dense. Cette
organisation tissulaire lui confére des caractéristiques particulieres tant biochimiques que
biomécaniques, qui lui permettent de résister aux contraintes répétitives, parfois intenses,
inhérentes au fonctionnement articulaire. Lors de la maladie arthrosique il existe un
déséquilibre progressif, localisé, entre les phénomenes de synthése (anabolisme) et de
dégradation (catabolisme) jusqu’alors en équilibre pour assurer la maintenance du tissu
matriciel. Un exces de catabolisme prend alors une part active a I'érosion progressive du
cartilage, qui fait intervenir & des degrés divers [lintervention de cytokines pro-
inflammatoires, d’enzymes spécifiques et de phénomenes de mort cellulaire.

Ces mécanismes délétéres au sein du cartilage dégradent précocement les protéoglycannes
dont la taille et la quantité diminuent progressivement, alors que le contenu hydrique
augmente, source d'un cedeme localisé. A l'inverse, le contenu en collagéne reste initialement
constant. Ultérieurement, le réseau collagénique s’altere progressivement tant qualitativement
(fibrillations) que quantitativement, conduisant progressivement a I'érosion du cartilage. En
dehors de ces zones focales, I'anabolisme devient prédominant et favorise alors la production
ostéophytique.

Si 'examen clinique oriente facilement vers une maladie arthrosique, localisée ou généralisée
(douleurs, déformation, géne articulaire...), la technique d’'imagerie la plus couramment
utilisée pour confirmer ce diagnostic reste toujours la radiographie conventionnelle,
accessible, non traumatique. Elle s'impose encore comme outil de référence dans de
nombreux essais cliniques. Elle ne permet cependant qu’'une évaluation indirecte du cartilage
qui est radio-transparent. Les signes cardinaux de la maladie sont classiquement le pincement
de [linterligne articulaire, malheureusement peu spécifique, l'ostéocondensation sous-
chondrale, I'apparition plus tardive d’ostéophytes, voire de géodes d’hyperpression. Il est
largement admis que le pincement de l'interligne articulaire reflete fidelement la perte
cartilagineuse. Les nouvelles techniques diagnostiques telles que l'imagerie par résonance
magneétique (IRM) se révelent trés prometteuses dans le domaine ostéoarticulaire et pallient
certaines insuffisances de la radiographie. Ainsi, selon les séquences d’acquisition
privilégiées, I'IRM permet une bonne individualisation du cartilage hyalin des autres tissus
avoisinants (os, tendons, capsules, ligaments, liquide et tissu synovial).

Les travaux les plus récents, mentionnés dans la premiere partie de notre mémoire, confirment
gue cette technique permet par ailleurs une bonne détection des lésions arthrosiques, leur
localisation, leur évaluation et leur suivi. Lors de I'arthrose, 'lRM montre des anomalies de
signal ou de surface du cartilage, et ce avec une bonne concordance anatomo-radiologique
(études arthroscopiques, opératoires, autopsiques). En revanche, certaines incertitudes
persistent quant aux potentialités de cette technique pour la détection des stades précoces de
I'arthrose, lors des altérations initiales de la structure interne du cartilage. Pour faire la part
entre les modifications du cartilage tributaires de la maturation et du vieillissement, de celles
inhérentes au processus arthrosique, de nombreux travaux ont décrit les différents aspects du
cartilage sain selon la nature des séquences d’acquisition. L'interprétation correcte des images
IRM de cartilage arthrosique nécessite une bonne compréhension préalable du signal IRM du
cartilage sain.
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Ainsi, dans ce manuscrit, aprés avoir rappelé gquelques notions bibliographiques sur le
cartilage sain et arthrosique et fait le point sur les connaissances actuelles sur I'lIRM du
cartilage, nous avons adopté la stratégie suivante :

Afin d’évaluer l'influence de la maturation du cartilage sain sur son aspect en IRM
nous avons étudié, dans un premier temps, les modifications morphologiques du cartilage
fémoro-tibial de rats d’ages différents sur un imageur de 7 Teslas, et ce en adaptant des
séquences d’acquisition validées et largement utilisées en clinique. Cette étude a, par ailleurs,
fait I'objet d’'une confrontation histologique. Pour mener a bien cette premiere partie
consacrée au processus de maturation/vieillissement du cartilage, nous avons été conduits a
réaliser une étude de faisabilité démontrant la possibilité de quantifier de facon reproductible
le volume du cartilage. Puis, nous nous sommes attelés a l'aimalyis® du volume et des
épaisseurs du cartilage fémoro-tibial sur une cohorte d’animaux plus étendue, tout en
procédant ensuite a des confrontations histomorphométriques. Ultérieurement, nous avons
étudié, sur le méme imageur haut champ, le processus de la maladie arthrosique induite
expérimentalement par section du ligament croisé antérieur et ses répercutions sur la
morphologie de l'articulation fémoro-tibiale. La encore, nous avons réalisé une confrontation
histologique pour mieux appréhender les modifications observables en IRM.

Une deuxieme grande partie de ce travail de thése concerne plusieurs études réalisées chez
’Homme sur un imageur clinique de 1,5 Teslas :

Le premier axe de recherche concerne la mesure du temps de relaxation transversal
(T2) du signal RMN au sein du cartilage rotulien dans une population saine agée de 10 a 65
ans. Cette étude a été mise en place afin de quantifier les modifications matricielles du
cartilage au cours du processus de vieillissement, et ainsi de proposer des valeurs utilisables
comme références dans un contexte de dépistage de signes précoces de la maladie arthrosique.

La deuxieme thématique se propose de coupler deux approches différentes, la
cartographie T2 et une mesure volumique du cartilage rotulien, afin de quantifier les
variations de ces deux paramétres au cours du vieillissement asymptomatique chez 'Homme.
L’intérét de cette étude est de déterminer la sensibilité de chacune des deux approches dans la
détection de signes avant-coureurs de I'apparition d’'une arthrose.

Enfin, notre derniere étude, originale car jamais encore réalisée dans le contexte de la
gonarthrose, concerne 'étude volumique de la membrane synoviale inflammatoire au sein
d’'une population humaine. Cette étude a été réalisée sur un imageur clinique de 1,5 Teslas
chez des patients nécessitant un examen IRM dans le cadre d’actes de soins. L’originalité de
notre étude concerne également l'évaluation du degré d’inflammation de la membrane
synoviale du genou par une technique élégante de calcul de vitesse de rehaussement du signal
IRM apres injection de produit de contraste.

X/ K/ 7/
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1  L’articulation normale et pathologique

1.1 Le cartilage

1.1.1 Généralités

Le tissu cartilagineux est un tissu conjonctif d’origine mésenchymateuse, constitué d’'un seul
type cellulaire, lechondrocyteainsi que de fibres et de substance fondameptajeset coll,

2001} L’ensemble des fibres et de la substance fondamentale constitue, par définition, la
matrice du tissu cartilagineux, dite matrice extracellulaibans le cas du cartilage articulaire,

a l'exception des surfaces articulaires proprement dites, le cartilage est entouré d'une
enveloppe conjonctive appelée périchondre. Cette enveloppe est vascularisée contrairement
au cartilage, qui lui, n’est ni innervé ni pourvu de vaisseaux. L'articulation est, quant a elle,
délimitée par une membrane synoviale et un manchon fibreux aggpsélequi renforce en-

dehors la membrane synoviale. Des ligaments latéraux et parfois intra-articulaires, notamment
dans le cas du genou, viennent stabiliser I'articulation. Le cartilage se trouve donc enfermé
dans une cavité close stérile et baigne dans un liquide sécrété par la membrane synoviale : le
liquide synovial

1.1.2 Classification

Chez l'adulte, il existe trois principaux types de cartilage que sont les cartilages hyalin,
élastique et fibreux.

e le cartilage hyalin est le type le plus courant de cartilage. Il est rencontré chez
'Homme adulte au niveau des surfaces articulaires, des coétes, de [larbre
trachéobronchique et de la cloison nasale. Il constitue chez le foetus I'essentiel du
squelette avant l'ossification. Chez I'enfant, il forme les cartilages de conjugaison ou
de croissance aux extrémités des os.

* le cartilage élastiqueest dénommeé ainsi car sa matrice extracellulaire contient de
nombreuses fibres élastiques. Il en résulte une grande souplesse du tissu qui peut ainsi
supporter certaines déformations réversibles. Chez I'Homme, il est rencontré dans le
pavillon de l'oreille, le conduit auditif externe, I'épiglotte et le larynx.

» le cartilage fibreux odibrocartilage fournit une trés grande résistance aux tractions et
aux compressions. Il peut exister au sein de certaines articulations en s’interposant
entre les surfaces cartilagineuses, favorisant ainsi la congruence des surfaces
articulaires. Dans I'espéce humaine, il est localisé au niveau des disques
intervertébraux, de la symphyse pubienne, des ménisques articulaires (genoux) et de
l'insertion de certains tendons (enthése).
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1.1.3 Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un tissu sans innervation et sans vascularisation. La nutrition du
cartilage se fait par imbibition a partir du liquide synovial, mais également a partir de I'os
sous-chondral pour les couches cartilagineuses profondes. L'examen macroscopique du
cartilage articulaire révele une surface blanche, légérement translucide, lisse et brillante. Sa
texture releve d’'une certaine souplesse et autorise de légeres déformations sous contraintes
mécaniques. L’épaisseur du cartilage varie en fonction des articulations, avec des maxima (de
l'ordre de 5 a 7 mm) relevés aux niveaux fémoro-patellaire et fémoro-tibial. A I'échelle
microscopique, le cartilage articulaire est le siege une prolifération cellulaire extrémement
ralentie. L’arrét de croissance du tissu cartilagineux se fait a un age encore non évalué avec
certitude, et serait la conséquence d'une cessation de recrutement des chondrocytes ou
préchondrocytesDe méme, le processus de mort cellulairapdptose est lui aussi tres

limité dans le cartilage articulaire mature sain. Conséquemment a ces deux particularités, le
cartilage reste dans un certain étahaméostasiegarantissant ainsi le recouvrement des
surfaces articulaires par une épaisseur quasi-fixe de tissu cartilagineux.

1.1.3.a  Stratification du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est habituellement décrit en couches superposées qui different entre
elles essentiellement par des criteres biochimiques (teneur en protéoglycannes) et
histologiques (cellularité et architecture du réseau de fibres collagéniques, révélée par sa
biréfringence en lumiere polarisée).

La couche la plus superficielle du cartilage est une zone acellulaire ndamiga splenda.

Cette zone permet I'accrochage de macromolécules présentes dans le liquide synovial et
constitue ainsi une couche protectrice pour le cartilage. L’acide hyaluronique, certains
phospholipides et la lubricine sont notamment rencontrés a la surface articulaire.

Communément, quatre couches successives sont décrites de la superficie du cartilage jusqu’'a
l'interface cartilage/os sous-chondral :

» La couche superficiell®u tangentielleconstitue 10 a 20 % de I'épaisseur totale du
cartilage articulaire. Cette zone comprend de petits chondrocytes ovalaires ou aplatis
(allure fibroblastique) orientés parallelement a la surface articulaire. De méme, les
fibores de collagéne sont disposées parallelement a la surface articulaire mais
majoritairement dans le sens des mouvements articulaires prédominants. La teneur en
protéoglycannes de grande taille et relativement faible. On trouve cependant une
relative richesse en fibronectine. Cette couche est en contact direct avec le liquide
synovial et constitue la surface de glissement au niveau de l'articulation. En raison de
la disposition particuliere du réseau collagénique, cette zone résiste particulierement
bien aux forces de friction.

* La couche transitionnelle intermédiaim moyennes’étend sur 60 % de la hauteur
cartilagineuse totale. Les chondrocytes de cette zone sont volumineux et sphériques,
sans réelle organisation spatiale. Le réseau de collagéne est enchevétré en tous sens,
mais avec une majorité de fibres dirigées obliquement par rapport a la surface
articulaire de facon a former des travées voltées (arches de Benninghoff), contribuant
a supporter les forces de compresg@smninghoff, 1925] Le taux en protéoglycannes
augmente fortement en comparaison de la couche superficielle.
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* La couche radiale oprofondeoccupe 20 a 30 % de I'épaisseur totale du cartilage.
Les chondrocytes sont disposés en colonnes le long des travées collagéniques épaisses
et disposées perpendiculairement a la surface articulaire. Les chondrocytes,
sphériques, montrent un anabolisme cellulaire plus actif que dans les deux zones
précédentes. Il arrive aussi que certains groupes chondrocytaires soient entourés d’une
capsule péricellulairesorte de panier fibreyroole, 1997] Cette formation particuliere
peut parfois atteindre la couche moyenne et semble constituer une certaine protection
des chondrocytes face aux forces de pression et de cisaillement subies par le cartilage.
Du fait de l'aspect prolifératif des chondrocytes ainsi que de leur regroupement, ces
cellules sont habituellement dénommeées chondrodwtesrtrophiquesCette couche
radiale est par ailleurs la zone la plus pauvre en eau et inversement la plus riche en
protéoglycannes.

» La couche calcifieeeprésente 2 a 3 % de la hauteur du cartilage et repose sur la lame
osseuse sous-chondrale. Elle est séparée de la couche sus-jacente par une ligne de
démarcation basophile et ondulée : tide-mark ou front de minéralisation. Les
chondrocytes de cette zone basale conservent leur disposition en file indienne mais
sont, en nombre, beaucoup plus restreints, et présentent un aspect de mort apparente.
Une concentration pauvre en protéoglycannes est relevée, et les fibres de collagéene
gardent leur orientation radiaire, mais sans continuité avec les fibres collagéniques de
I'os sous-chondral. Des cristaux d’hydroxyapatite sont présents et une concentration
élevée en calcium est constatée. La jonction entre ce cartilage calcifié et I'os sous-
jacent adopte un profil tres irrégulier, permettant ainsi I'ancrage du cartilage a la
plaque osseuse qui n'est assurée par aucun pont fibreux. C’est aussi au niveau de cette
jonction que se situent de rares capillaires vasculaires venant de la moelle osseuse et
se terminant aux abords de la tide-mark

Architecture

Histologie  ¢qjlagénique
e A L Couche
SN  superficielle
Chondrocytes — = - Couche

transitionnelle

Matrice
. _——
extracellulaire

Couche
radiale

'"Tide-mark' — :

Cartilage ———
calcifié

Os sous-chondral

Figure 1. Représentation de I'organisation stratifiée du cartilage articulaire. L'image de gauche montre I'aspect
histologique général, tandis que I'image de droite révéle I'architecture du réseau des fibres collagéniques au sein

de la matrice extracellulaire.
Source : Jeffrey DR, British Journal of Radiology (2003) 76, 777-787.
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1.1.3.b  Le chondrocyte

Le chondrocyte, unique type cellulaire du cartilage hyalin, est une cellule spécialisée et
hautement différenciée. Généralement de forme sphérique ou ovoide, sa taille atteint 30 a
40 um de diametre. Le chondrocyte est séparé de sa matrice extracellulaireegpaces
péri-cellulaire Dans cette logette, un grand nombre de molécules d’attache membranaire
(collagéne de type VI, protéines d’adhésion, héparanes sulfates) relient la cellule a sa matrice
environnante, I'ensemble portant le nom de chongrosie, 1992jou chondroplaste.

collagénique est organisé de maniére circonférentielle autour du chondrocyte (C). L'espace péri-cellulaire est
constitué du glycocalyx (Pg) et de la capsule (Pc), 'ensemble étant lié a la matrice extracellulaire territoriale (Tm)
puis inter-territoriale (Im).

Source : CA Poole, J Anat (1997), 191, 1-13.

Les chondrocytes occupent 10 % du volume cartilagineux total (1 a 10 % du volume sec),
mais leur nombre, leur taille et leur forme ainsi que leur activité métabolique varient
considérablement selon le type d’articulation, la localisation topographique et surtout I'age de
lindividu. En effet, la densité cellulaire tant a décroitre avec I'age.

En raison du caractére avasculaire du cartilage, le chondrocyte utilise essentiellement le
glucose et privilégie la voie de la glycolyse anaérobie. Il s’agit d’'un des rares tissus a
fonctionner en hypoxie. En effet, il existe un gradient hypoxique qui varie de 10 % de teneur
en oxygene en surface a 1 % en profondeur. Cependant, les chondrocytes des couches les plus
superficielles peuvent utiliser partiellement un fonctionnement aérobie par diffusion de
'oxygeéne présent dans le liquide synovial. Les chondrocytes ne migrent pas et se multiplient
peu ou pas dans un cartilage sain.

L’apport en nutriments provient presque exclusivement du liquide synovial. Celui-ci
correspond a un dialysat sélectif du plasma auquel manquent les protéines de poids
moléculaire élevé. Le liquide synovial sert également de lubrifiant pour I'articulation, amortit
les chocs et évite le contact direct des cartilages articulaires entre eux. Ce pouvoir lubrifiant
du liquide synovial est d0 a I'abondance en acide hyaluronique de haut poids moléculaire et
explique sa viscosité. Il permet aussi I'évacuation des débris issus du cartilage articulaire en
les routant jusqu’au tissu synovial, siege de leur phagocydgse\iale ‘poubellg.
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Chaque nutriment diffuse des capillaires synoviaux vers le liquide synovial avant d’attendre la
matrice extracellulaire du cartilage. Seules les molécules de bas poids moléculaire peuvent
pénétrer le cartilage par simple diffusion ou imbibition favorisée par la mobilité de
l'articulation. Les molécules plus encombrantes ne peuvent pénétrer que sous l'effet de la
compression intermittente qui s’exerce au cours des mouvements. Les macromolécules
(albumine, immunoglobuline...) ne peuvent pas pénétrer les mailles serrées de la surface
articulaire. La charge ionique des molécules conditionne également I'acces des différentes
molécules aux chondrocytes. Le glucose, principal substrat énergétique du chondrocyte, est
essentiellement converti en glucosamine pour la synthése des protéoglycannes.

Chaque cellule posséde I'ensemble des organites nécessaires a la synthése et a la maturation
des protéines a destinée intra- et extracellulaire. L'analyse ultrastructurale du chondrocyte
révele un noyau central volumineux, des ribosomes, un réticulum endoplasmique, un appareil
de Golgi, des mitochondries ainsi que des vacuoles lipidiques, glycogéniques et lysosomiales.
Cependant, le métabolisme chondrocytaire, tout comme l'aspect cellulaire et le nombre de
cellules, est trés variable selon la zone cartilagineuse considgdé®tte et coll, 1992] En

situation physiologique, le chondrocyte maintient un équilibre dynamique entre la synthese et
la dégradation des protéines structurales (collagénes, protéoglycannes, glycoprotéines) de la
matrice cartilagineuse. Sur le versant catabolique, les métalloprotéases, les hyaluronidases, les
agrécannases et les cathepsines sont impliquées dans la destruction matricielle. De plus, dans
certaines circonstances pathologiques, le chondrocyte est capable de sécréter des cytokines
pro-inflammatoires gouvernant le déclin du cartilage articulaire. Enfin, I'homéostasie
anabolisme / catabolisme est gouvernée par de nombreux facteurs environnementaux tels que
les contraintes mécaniques, les cytokines, les eicosanoides et les facteurs de croissance
(TGR', FGR¥, IGF).

1.1.3.c La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire du cartilage articulaire est composée majoritairement d’eau (65 a
80 % du poids humide) et de macromolécules (collagéne, protéines et glycosaminoglycannes,
20 a 35 % du poids humide). Elle est riche en cations qui équilibrent les charges négatives des
protéoglycannes.

e L'eau
Le tissu cartilagineux est caractérisé par un contingent hydrique important. Sa teneur diminue
avec l'age de lindividu et la profondeur du tissu. Les molécules d’eau existent dans le
cartilage sous une composante libre et sous une composante liée aux protéoglycannes. L'eau
lite confere au cartilage ses propriétés viscoélastiques, tandis que I'eau libre véhicule les
nutriments et permet I'évacuation des déchets métaboliques.

» Les protéoglycannes
Les glycosaminoglycannes du cartilage incluent l'acide hyaluronique, les sulfates de
chondroitine, de kératane et de dermatane. La concentration de ces molécules varie selon la
zone du cartilage, lI'dge de [lindividu et I'état morphologique du cartilage. Les
protéoglycannes (PGs) sont composés d’'une protéine axiale a laguelle sont attachés, par des

" Transforming Growth Factor
* Fibroblast Growth Factor
8 Insulin-like Growth Factor
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liaisons covalentes, un nombre variable de chaines de glycosaminoglycannes, a savoir des
sulfates de chondroitine et de kératane, ainsi que des oligosaccharides. Le cartilage articulaire
contient deux classes majeures de protéoglycannes: les agrécannes et les petits

protéoglycannes.

0 Les agrécannes
Dans la matrice cartilagineuse, la plupart des agrécannes sont associés de fagon covalente a

'acide hyaluronique. Une protéine de liaisdmK protein) stabilise I'association entre les
monomeres de protéoglycannes (figure 3) et I'acide hyaluronique. Cette association forme les

agrégats de protéoglycannes.
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Figure 3. Structure d'un protéoglycanne.
Sources : Maziéres B., faculté de médecine de Toulouse : http://www.medecine.ups-tlse.fr/pcem2/aploco.html
Chevalier X. et coll., Traité EMC, Appareil locomoteur, http://www.em-consulte.com/article/29148 (consultée le 22/09/08).

L’acide hyaluronique s’attache au réseau fibrillaire collagénique et détermine la rétention de
'agrécanne dans la matrice extracellulaieoleet coll, 1982} La formation des agrégats aide

alors a I'ancrage des PGs a l'intérieur de la matrice cartilagineuse (figure 4) prévenant ainsi
leur déplacement durant la déformation du cartilage et stabilise les relations entre les PGs et le
réseau collagénique. Ces groupements de PGs sont responsables d’'une densité de charges
négatives importante a I'intérieur du cartilggehenet coll, 1998] propice aux échanges avec

le liquide synovial.

0 Les petits protéoglycannes
Cette classe représente la décorine, le biglycanne et la fiboromoduline. La décorine est formée
d’'une chaine de sulfate de dermatane ; le biglycanne, lui, est formé de deux chaines de sulfate
de dermatane. La fibromoduline est constituée de plusieurs chaines de sulfate de kératane. Ces
petits protéoglycannes contribuent faiblement a la masse totale des PGgH(B&¥@t coll,

2000}
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Figure 4. Représentation multi-échelle de I'organisation moléculaire au sein du cartilage articulaire.
Source : Chen F. et coll., Nature Clinical Practice Rheumatology (2006) 2, 373-382.

* Les collagenes
Le cartilage articulaire contient différents types de collagénes spécifiques : types I, VI, IX, X

et Xl, représentés sur la figure 5.

o Le collagéne de type Il
Le collagene de type Il représente la composante collagénique majoritaire du tissu
cartilagineux articulaire. Il fait partie du groupe des collagénes fibrillaires qui constituent un
long domaine triple hélice hélicoidal, non interrompu, d’approximativement 300 nm et
forment des fibrilles avec des striations ayant une périodicité d’environ 67 nm. La triple hélice
est formée par les 3 chaingql). Les chaines se caractérisent par la répétition d’un triplet
d'acides aminés GlyXaa-Yaa. La présence de proline et d’hydroxyproline respectivement
dans les positions Xaa et Yaa est importante pour la stabilité de I'hélice ; la flexibilité des
diverses zones le long de la molécule parait dépendre de la distribution de ces aminoacides
qui occupent approximativement 30 % de ces positiornsneret coll, 1998} Chaque chaine
forme une hélice a pas de vis gauche et est assemblée avec les deux autres chaines dans une
super-hélice a pas de vis droit. La conformation de la triple hélice place les glycines au centre
et expose les chaines aminoacides en position Xaa et Yaa a la surface de la protéine ou elles
peuvent alors participer a des interactions latérales. Apres la perte des pro-peptides du pro-
collagéne, les molécules de collagéne peuvent s’associer dans la matrice pour former des
fibrilles. Les fibrilles du cartilage sont hétérotypiques, formées par plusieurs types de
collagéne, le principal étant le type Il. Le type Xl participe a la formation des fibrilles et le
type IX est lié d'une maniére covalente a la surface de cellgsyei et coll, 1995} La
paticipation de ces deux collagénes en proportions diverses influence I'organisation latérale
des fibrilles.

” Gly : glycine
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o Le collagéne de type IX
Ce type de collagene est présent dans le cartilage articulaire, étant associée a la surface des
fibrilles de collagéne de type [Man der Reset coll, 1988} Le contenu du cartilage en collagéne
de type IX diminue avec I'dage de l'individu. Cette protéine appartient a un groupe de
collagene différent des collagenes fibrillaires. Ce groupe a été dénommé FACIFipdlur
Associated Collagen with Interrupted Triple heliden effet, ce collagene contient trois
domaines hélicoidaux (COL1, COL2 et COL3) et quatre régions non hélicoidales (NC1, NC2,
NC3 et NC4). Chaque molécule résulte de I'assemblage de trois chaines codées par des génes
différents :al (IX) qui contient un volumineux domaine globula&eninoterminal (NC4)
d’environ 250 aminoacides2 (IX) qui comporte une chaine de glycosaminoglycaniée
d’'une maniere covalente a sa région non hélicoidale NC3, @X

o0 Lecollagéne de type XI
Le collagéne de type Xl appartient au groupe de collagene fibrillaire. La molécule est formée
par trois chaines différentesl (1X), a2 (XI) et a3 (XI). Les fines fibrilles de collagéene de
type Xl forment le centre des fibres de collagene de typaeikieret coll, 1989}

0 Le collagene de type VI
Ce type de collagene est retrouvé en petites quantités dans le cartilage articulaire. Il est
responsable de la formation de microfibrilles perlées d’'une périodicité de 110 nm. La
présence de plusieurs séquence-types d’ancrage aux cellules et la distribution prédominante
de ce collagene autour des chondrocytes suggerent un role dans I'attachement des cellules aux
structures avoisinantes de la matrice.

0 Le collagéne de type X
Les chondrocytes hypertrophiques synthétisent le collagene de type X dans la zone calcifiée
du cartilage articulairgschmid et coll, 1985} Ce collagéne joue un réle important dans la
minéralisation du cartilag@uckwalteret coll, 1997

[ Typell
NH, = NS S S S A S =5 COOH

Type X1
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Figure 5. Représentation des différents types de collagéne rencontrés au niveau de la matrice extracellulaire du

cartilage articulaire.
Source : Faculté de Médecine de Toulouse, http://www.medecine.ups-tlse.fr/pcem2/aploco.html (consultée le 18/09/08).
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* Les protéines non collagéniques
Diverses protéines non collagéniques sont présentes au sein du cartilage articulaire. Leur
nature ainsi que leur concentration varient selon leur localisation dans le tissu. Elles sont
responsables des interactions entre macromolécules de méme qu’entre chondrocytes et
macromolécules.
Ci-apreés figure une liste des protéines les plus représentatives :
- les glycoprotéines de liaison qui participent a la formation des agrégats de
protéoglycannes,
- lathrombospondine qui joue un réle dans I'adhérence cellulaire,
- Il'anchorine qui aide les chondrocytes a s’ancrer aux fibrilles de collagene
[Mollenhauer et coll., 1984],
- la ténascine et la fibronectine influencent I'interaction entre les chondrocytes et la
matrice extracellulaire [Huber et coll., 2000],
- la chondrocalcine qui participe a la minéralisation du cartilage [Poole et coll.,
1984].

1.1.4 Physiologie du cartilage articulaire

1.1.4.a Homéostasie du cartilage

Le chondrocyte possede de grandes capacités métaboliques qui se manifestent surtout
dans des conditions pathologiques. Ces cellules assurent la synthése et le renouvellement de la
matrice mais aussi la destruction de sa propre matrice. Dans un cartilage sain il existe un
equilibre entre la synthése et la destruction. Cet équilibre s’effectue grace a l'intervention des
facteurs favorables a I'anabolisme (facteurs de croissance) ou au catabolisme (cytokines pro-
inflammatoire). Le chondrocyte est un producteur de cytokines et de facteurs de croissance
gui vont réguler son métabolisme.

- La synthese des constituants matriciels qui est régulée par des facteurs de

croissance (TGR; IGF-1..).

- Ladégradation par des collagénases et des protéases dont l'activité est contrblée

par des cytokines pro-inflammatoires (IL;IJINFa...) [Dijkgraaf et coll., 1995].

Les enzymes de dégradation de la matrice sonméslloprotéasegMMPs). Elles sont
sécrétées sous forme inactive par les chondrocytes et agissent a pH [Metgieelletier,
1998]. Les métalloprotéases sont contrdlées physiologiquement par leurs inhibiteurs tissulaires
appelés TIMPs. Il existe 3 grandes familles de MMPs :

- les gélatinases clivent les collagénes dénaturés

- les stromélysines hydrolysent les protéoglycannes

- les collagénases sont responsables de la destruction de I'organisation du collagene

dans le cartilage.

1.1.4b  Fonctionnement et renouvellement normaux du cartilage

Le renouvellement de la matrice extracellulaire est extrémement lent. Il est pratiquement nul
pour les collagéenes au cours de la vie, il est de plusieurs centaines de jour pour les
protéoglycannegChevalier, 1998] Dans le cas des molécules collagéniques, il existe un
turnover normal faible dans la région péricellulaire pour le cartilage d’individus jeunes. Ce
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renouvellement s’accéléere dans le tissu de sujets dgés avec un marquage des collagénes
dénaturés et dégradés plus prononceé et plus diffus dont I'aspect se rapproche de celui des
|ésions arthrosiques débutantes (fibrillations de surfsaest coll, 2002}

1.14.c Sénescence du cartilage

L’épaisseur du cartilage indemne de fissures varie globalemenvpexic, 1987]. Avec

I’age, le cartilage prend un aspect jaunatre, perd de sa déformabilité au profit d’'une rigidité
accrue[Hudelmaieret coll, 2001} Il apparait un accroissement des Iésions asymptomatiques
macroscopiques du cartilage, débutant au niveau de la surface articulaire (fibrillations).

» Evolution histologique du cartilage vieillissant
Du point de vue histologique, le vieillissement cartilagineux peut étre appréhendé par le score
de Mankin [Mankin et coll, 1971} Ce score prend en considération plusieurs aspects
microscopiques du tissu cartilagineux, comme :
- lintégrité de la surface articulaire, la cellularité,
- lateneur en PGs,
- I'épaisseur de la couche de chondrocytes hypertrophiques.

La couche superficielle, méme exempte de fibrillations, montre un aspect irrégulier de
I'organisation des fibres de collagéne. La zone calcifiée, quant a elle, subit un amincissement
accompagné de remodelages déda-mark Les chondrocytes voient leur nombre décroitre,
spécialement dans la couche superfici@lignon et coll, 1976; Mitrovicet coll, 1983}

Des lésions focales du cartilage vieillissant apparaissent, I'analyse histologique ne permettant
pas de différencier clairement ces Iésions par rapport a des atteintes arthrosiques précoces.
L’anamnese des événements se traduit par des modifications surfaciques irradiant ensuite
vers la profondeur. L’affinité tinctoriale des protéoglycannes tend a décroitre, en
commencant elle aussi par la couche superficielle du cartilage. Une éventuelle prolifération
clonale des chondrocytes peut étre observée aux abords des sites Iésés. Enfin, le cartilage
sénescent peut étre le siege de fissures plus ou moins profondes au sein de la matrice
extracellulaire.

» Modifications biochimiques

Au cours du vieillissement, la matrice cartilagineuse perd de son contenu hydrique. La
concentration en protéines non collagéniques tend a augmenter. Le chondrocyte voit peu a
peu son activité métabolique décroitre, ayant des implications tant sur I'aspect quantitatif que
qualitatif des composés de la matrice extracellulaire. De plus, la cellule chondrocytaire
devient moins sensible aux facteurs de croissance et cytokines. Ce ralentissement
métabolique général se traduit par une régénération matricielle, voire une réparation, de plus
en plus difficile pouvant conduire in fireun stade précoce de la maladie arthrosique.

0 Les protéoglycannes et I'acide hyaluronique
Le taux de synthése des protéoglycannes est généralement djpuickwélter et coll, 1985;
Wells et coll, 2003} En revanche, une augmentation de la concentration en acide hyaluronique
est communément observée dans le cartilage sénescent. A ces évolutions quantitatives
s’associent a des modifications qualitatives des moléptdeseset coll, 1988]:
- diminution de la taille des agrécannes
- augmentation des kératanes sulfates et du rapport des chondroitines sulfates
C4S/C6S
- diminution des agrégats de PGs
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- fragmentation des protéines de liaison
- accumulation de molécules dégradées

o0 Les collagénes
Le réseau collagénique subit également des remaniements importants avec I'age. Les
modifications relevées sont de tygpesamberst coll, 2002; Wuet coll, 2002]:
- augmentation des pontages entre fibres collagéniques
- variabilité du diametre des fibrilles
- diminution quantitative des fibres (collagene de type Il notamment).

1.2 La membrane synoviale

1.2.1 Aspect histologique

La membrane synoviale est un tissu tapissant l'intérieur de la cavité articulaire hormis les
surfaces articulaires cartilagineuses. Elle est essentiellement composée de fibres élastiques et
de tissu adipeux. Macroscopiquement, elle apparait comme une membrane fine, lisse, de
couleur jaune pale, au travers de laquelle sont distinguables des vaisseaux de petit calibre
ainsi que le tissu fibreux de la capsule.
La membrane synoviale s’organise en trois couches (figure 6) :
* La couche bordanteu intima qui mesure 20 a 40 microns d’épaisseurs. Elle est
composeée d’'une a deux assises cellulaires.
* La subintima contient de nombreux capillaires de la partie superficielle, des artérioles
et des vaisseaux lymphatiques. Elle est composée de tissu adipeux, fibreux ou aréolé.
* La subsynoviale est un tissu conjonctif plutét lache, non spécialisé, dans lequel se
trouvent des vaisseaux de plus grande taille. Ce tissu peut étre de différents types
(alvéolaire, adipeux ou fibreux).

T
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Figure 6. A. Coupe histologique de synoviale (coloration hématoxyline-éosine-safran (HES), x20) montrant le revétement
synoviocytaire (S) reposant sur la subintima, ainsi que le tissu conjonctif (T conj) lache avec quelques sections capillaires
(C). B. Détall de l'intima : revétement synoviocytaire (S) constitué d’une a deux couches cellulaires (HES, x40).
Source : Ea H.K. et coll., Traité EMC, Appareil locomoteur, http://www.em-consulte.com/article/179612 (consultée le 22/09/08).

La membrane synoviale est bordée par des cellules spécialisésgndemcytesqui sont
séparés en différents contingents de par leurs -caractéristiques ultra-structurales et
cytochimiques, leurs marqueurs moléculaires de surface, leur fonctions phagocytaires et
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synthétiquegAllan, 1998] Trois types de synoviocytes sont classiquement dé¢eiritSeraldet
coll., 1995]:

* Les synoviocytes de type Aits macrophagiques, sont dérivés des monocytes et
présentent des comportements phagocytaires similaires envers les débris de I'espace
articulaire. lls possedent de multiples marqueurs et récepteurs de surface incluant

lantigene du complexe majeur d’histocompatibilite, a [linstar des cellules
immunitaires. Ces synoviocytes représentent environ un tiers du contingent cellulaire.

» Les synoviocytes de typesBnt les cellules majoritaires de la membrane synoviale. lls
ont des caractéristiques fibroblastiques puisqu’ils possedent de grandes quantités de
réticulum endoplasmique granuleux (REG). lls produisent ainsi de larges GAGs,
incluant le hyaluronate et la lubricine impliqués dans la lubrification de I'articulation.

En réponse a des stimuli inflammatoires, les synoviocytes de type B synthétisent
également des enzymes qui dégradent la membrane synoviale, le cartilage et I'os. Ces
enzymes sont la collagénase, la stromélysine, la cathepsine et I'élastase.

* Les synoviocytes de type dendritiqueprésentent moins de 1 % de la population
synoviocytaire totale. Leur role demeure encore mal connu.

Aucune membrane basale ne sépare l'intima de la subintima, ce qui confére a la membrane
synoviale une caractéristique de tissu lache et permet ainsi une facilitation de la diffusion des
molécules de bas poids moléculaire. Les vaisseaux sanguins sont responsables du transport
d’'oxygéne, des nutriments ainsi que des cellules immunitaires. Les artérioles profondes du
synovium possedent des parois épaisses stimulables par des facteurs locaux.

1.2.2 Rbéles de la membrane synoviale

La membrane synoviale remplit trois fonctions principales au sein de l'articulation :

» Elle sécréte, par l'intermédiaire des synoviocytes de type B, l'acide hyaluronique
(AH). Ce mucopolysaccharide acide, de par ses propriétés hydrophiles, confere au
liquide synovial ses propriétés viscoélastiques et peut ainsi étre assimilé a un gel
lubrifiant qui contribue a I'absorption des chocs mécaniques. L’AH est une molécule
de haut poids moléculaire (6,3 a 7,6 MDa pour un liquide synovial[Eairet coll,

2007). Au cours de la maladie arthrosique, la concentration et le poids moléculaire de
I’AH diminuent. Cette molécule entre également dans la constitution de la matrice
extracellulaire cartilagineuse, lui conférant élasticité et résistance.

* La membrane synoviale permet I'échange et la filtration entre le liquide synovial et le
sang. Le liquide synovial est considéré comme un dialysat du plasma sanguin auquel
s’ajoute l'acide hyaluronique. Les protéines de haut poids moléculaires comme les
immunoglobulines ne passent pas la barriere synoviale. En revanche, les protéines de
bas poids moléculaires (albumine, transferrine), les médicaments et les agents de
contraste paramagnétiques utilisés en IRM, diffusent facilement du compartiment
sanguin de la membrane synoviale vers le liquide synovial.

* Enfin, les synoviocytes de type A sont responsables de la fonction macrophagique.
Les débris cellulaires et d’éventuels fragments cartilagineux sont ainsi résorbés par la
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membrane synoviale. Cette action phagocytaire peut provoquer une inflammation
synoviale réactionnellesynovitg, responsable de la pérennisation des phénomeénes
inflammatoires au cours de la maladie arthrosique.

Il faut néanmoins noter que la membrane synoviale, de par son innervation abondante,
participe activement aux phénomeénes douloureux rencontrés au cours de l'arthrose ou
d’autres maladies articulaires.

1.3 Le liquide synovial

Le liquide synovial est un fluide clair et visqueux synthétisé par la membrane synoviale. Il
résulte d'un transsudat plasmatique au travers des capillaires fenétrés synoviaux, et ne
contient que les molécules du plasma additionné d’acide hyaluronique, ainsi que certaines
glycoprotéines sécrétées par les synoviocytes, principalement du type B. L'acide
hyaluronique est le constituant principal du liquide synovial et lui confére la plupart de ses
caractéristiques. Il s'agit d'un polysaccharide linéaire formé de 10 000 a 12 000 doublets
d’acide glycuronique et N-acétylglucosamine, fortement hydraté, et replié en une pelote
statigue déformable d'environ 0,5 pm de diamétre. Le liquide synovial fait preuve de
propriétés rhéologiques uniques. L'acide hyaluronique est responsable, en synergie avec des
associations lipidiques en bicouches ou micellgiresfio-Sfarghiuet coll, 2007} de la viscosité

et de I'élasticité du liquide synovial. Il assure un coefficient de friction trés bas, et protege
ainsi la zone superficielle du cartilage en assurant un glissement harmonieux des surfaces
articulairegBuckwalteret coll, 1997]

1.4 La maladie arthrosique

1.4.1 Introduction

Le terme arthrose vient du gracthrosis qui signifie articulation. Elle fait sans doute partie

des plus anciennes pathologies connues, puisque certaines momies datant de 'Egypte antique
révelent un squelette portant les stigmates de stades avancés de cette maladie. Selon
'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l'arthrose est la résultante des phénoménes
meécaniques et biologiques qui déstabilisent I'équilibre entre la synthese et la dégradation du
cartilage et de I'os sous-chondral. Ce déséquilibre peut étre initié par de multiples facteurs :
génetiques, de développement, meétaboliques et traumatiques. L’arthrose affecte non
seulement le cartilage et I'os, mais aussi 'ensemble des tissus de I'articulation et se manifeste
par des modifications morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques
conduisant a un ramollissement (chondromalacie), une fissuration, une ulcération et une perte
de cartilage, une sclérose de I'os sous-chondral avec production d’ostéophytes et de géodes
sous-chondrales. Lorsque l'arthrose devient symptomatique, elle entraine douleur et raideur
articulaires, ainsi qu'un éventuel épanchement articulaire avec des degrés variables
d’'inflammation locale.

L’arthrose est une maladie tres fréquente et le pourcentage de la population atteinte
(prévalencg augmente avec I'agelamerman, 1993] en France, 5 millions de personnes sont
concernées par cette pathologie ; 20 a 40 % des seniors de plus de 70 ans ont une arthrose de
la hanche ; I'atteinte du genou est quatre fois plus fréquente que celle de la hanche, mais la
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pose de prothése y est deux fois moins réalisée. L'arthrose constitue la seconde cause
d’invalidité apres les maladies cardio-vasculaires, et représente un veéritable enjeu en terme de
santé publiquévankin, 1982] Avant I'age de 50 ans, la pathologie arthrosique est également
répartie entre hommes et femmes. Puis elle prédomine chez la femme en raison d'une
prévalence élevée de la gonarthrose (arthrose du genou) : 35 % des femmes de plus de 65 ans.
A 70 ans, 10 % de la population est atteinte d’arthrose de la hanche, 20 a 40 % de
gonarthrose, 30 a 40 % d’arthrose au niveau des articulations des mains et plus de 80 % des
individus souffrent d’arthrose du rachis.

1.4.2 Prédisposition et facteurs de risques

Communément, une distinction est faite entre les arthroses primitivesidtbigsthiques et

les arthroses secondaires en lien avec une anomalie structurale, mécanique ou séquellaires
(fracture) des articulations. L’arthrose secondaire concerne généralement une population
jeune. Elle peut survenir chez un individu ayant subi des traumatismes (ou microtraumatismes
répétés) tels qu'une sollicitation élevée des articulations dans le cadre professionnel et/ ou
sportif, des fractures, des Iésions osseuses et articulaires diverses ou encore des pathologies
prédisposant a I'arthrose (maladie osseuse de Paget, dysplasie de la hanche...).

Divers facteurs de risque sont classiquement incriminés dans la genese de I'grtlyrose
1987]. Les trois principaux groupes de facteurs sont :

- les facteurs acquis: age, poids, indice de masse corporelle (IMC), statut
hormonal, maladies acquises des articulations/os (ostéoporose), actes chirurgicaux
(méniscectomie),

- les facteurs génétiques : sexe, ethnie, rhumatismes inflammatoires,

- les facteurs environnementaux: activités physiques ou professionnelles,
traumatismes ostéoatrticulaires, sport.

Parmi les facteurs de risques environnementaux, les traumatismes articulaires directs (fissure,
fracture) ou indirects (Iésion des ligaments croisés du genou) peuvent étre différenciés d’'une
activité professionnelle comportant le port de charges, des gestes répétés ou l'activité sportive
de haut niveau (course a pied, sauts...). Paradoxalement, des études épidémiologiques
[Hinterwimmer et coll, 2004; Ecksteiret coll, 2006d; Racunicat coll, 2007] ont montré qu’un niveau
d’activité trop faible (absence de pratique sportive, immobilisation hospitaliere) est déelétére
pour le cartilage articulaire. De méme, un exces de masse corporelle accélére les phénomenes
arthrosiquegCicuittini et coll, 2002a; Teichtahét coll, 2008} en particulier chez les femmigscuttini

et coll, 1999b; Dinget coll, 2008b] par l'application de charges trop importantes sur des
articulations portantes, en particulier le genou.

1.4.3 Physiopathologie de I'arthrose

L'arthrose est une maladie des articulations due a une détérioration progressive du cartilage
articulaire[Peyron, 1973] Le cartilage joue un role clef dans le fonctionnement articulaire. En
effet, il représente I'élément qui absorbe les chocs, recoit, répartit et transmet les pressions a
I'os et favorise le glissement / roulement harmonieux des surfaces articulaires les unes sur les
autres. Quant au liquide synovial, il posséde un role lubrifiant et participe au bon
fonctionnement articulaire.

40



" tude bibliographique

Lors de I'apparition du processus arthrosique, le cartilage se déshydrate, s’amincit, se fissure
tout d’abord en surface puis en profondeur. Les fonctions biomécaniques ne sont plus aussi
bien assurées. Par des phénoménes compensatoires, la détérioration a des conséguences sur
'ensemble de l'articulation. L'os se condense et durcit aux extrémités, faisant quelquefois
apparaitre des excroissances osseuses, appetEmphytesen bordure de l'articulation.

Lorsque des débris cartilagineux et/ ou osseux pénétrent dans la cavité articulaire, une
inflammation synovitique peut se produire. La membrane synoviale agressée libére a son tour
des substances provoquant de nouvelles lésions cartilagineuses. L’ensemble de I'articulation
est alors sous le joug d’un véritable cercle vicieux.

Phénomeéne lié et intriqué au processus de vieillissement, I'arthrose peut toucher toutes les
articulations, grandes ou petites. Les articulations les plus touchées sont celles qui soutiennent
le poids du corps (articulations portantes): rachis lombaire (lombarthrose), hanche
(coxarthrose), genou (gonarthrose), pied (notamment dans le caslieslvalgu$, ainsi que

les articulations fréquemment sollicitées : vertébres cervicales, épaule (omarthrose), coude,
poignet et main (arthrose digitale). Dans le cas d’atteintes multiples, on parle de polyarthrose.
La douleur ressentie par le patient est au premier plan de cette maladie chronique, souvent
handicapante, ou alternent douleur sourde et poussées aigués. De ce fait, la progression de la
maladie arthrosique est responsable d’'une diminution de la qualité de vie des personnes
atteintes.

Du point de vue anatomique, les lésions du cartilage articulaire peuvent étre classées en 5
stades, selon la classification arthroscopique de Beguin et Locker (tableau 1), qui considere le
degré d’atteinte arthrosiquyeeyron, 1967; Beguist coll, 1982]:

Tableau 1. Classification des Iésions du cartilage articulaire selon Beguin et Locker
Adapté de : Robert H., Maitrise Orthopédique (2007), 162, http://www.maitrise-orthop.com (consultée le 19/09/08)

Stade 0 : cartilage articulaire normal

L

Stade | : ramollissement (chondromalacie)

3

Stade Il : fibrillations, fissures superficielles

Stade Il : fissures profondes avec aspect en chair de crabe
ou détachement d'un clapet cartilagineux

Stade |V : ulcération avec mise a nu de I'os sous-chondral

Dans les stades | et Il, les lésions sont ddiesndrales car elles ne concernent que le
cartilage articulaire, sans atteindre la couche calcifiée ni 'os sous-chondral. Un cartilage
mature est incapable de produire un néo-tissu de qualité permettant une réparation stable au
niveau des lésions superficielles. Dans le meilleur des cas, le tissu normal situé en périphérie
de la Iésion tente de fournir des composants matriciels destinés a la répaeati@meaet coll,

1966] Les lésions profondes de stade lll et IV atteignent I'0os sous-chondral au-dela de la tide-
mark et de la zone calcifiée, d'ou la dénomination de IésomtéochondralesLa moelle

osseuse referme des cellules précurseurs, ainsi que des facteurs de croissance et des vaisseaux
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manquant au cartilage. Ainsi, lI'espace médullaire s’ouvrant au fond d’une Iésion
ostéochondrale participe a sa réparaf@planet coll, 1997; Hunziker, 1999]Un caillot sanguin

vient alors combler la Iésigshapiroet coll, 1993} les cellules mésenchymateuses présentes
dans ce caillot étant capables de se difféerencier en chondrocytes. A un stade ultérieur, le tissu
de réparation atteint la surface articulaire, présentant un aspect cartilagineux mais de nature
fibrocartilagineuse. Sa tenue mécanique est réduite et tend a se dégrader a lojrguigsaye

et coll., 1998]

Au niveau osseuy, il n’est pas rare d’'observer une réaction pouvant entrainer en périphérie
(jonction capsulo-synoviale) la formation d’ostéophytes au niveau de la zone de charge. Cette
réaction peut aussi engendrer une condensation osseuse sous-chondrale avec épaississement
des travées osseuses. Ceci s’accompagne occasionnellement de kystes intra-osseux a contenu
liquidien fibreux ou nécrotique. La membrane synoviale est normale ou fibreuse, sauf lors de
poussées congestives d’arthrose pour lesquelles il existe une réaction inflammatoire vis-a-vis
des débris cartilagineux libérés dans I'articulation.

1.4.4 Symptomatologie et diagnostique de I'arthrose

Les symptémes de la maladie arthrosique comprennent généralement :

- une douleur dans les articulations atteintes. Pour les stades précoces d’arthrose, la
douleur est mécanique ou d’'effort. Elle apparait lors de la réalisation de certains
mouvements et cesse au repos. Dans les arthroses séveres, la douleur devient
persistante.

- Une raideur au niveau des articulations et membres concernés. Fréguente au
réveil, cette douleur disparait habituellement 20 a 30 minutes aprés le levé
(dérouillage matingl

- Une sensation d’instabilité des articulations.

- Un épanchement articulaire, souvent en cas de poussées congestives.

- Des déformations osseuses sont souvent observées au niveau des phalanges
(nodules de Bouchard et Heberden) ou des gen@lgusou varus.

+ Signes radiologiques

La radiographie standard constitue I'examen de routine de diagnostic positif de I'arthrose.
Elle permet une évaluation indirecte du cartilage, celui-ci étant radio-transparent. Le
pincement de l'interligne articulaire est mesuré la ou les deux berges articulaires sont les plus
proches. Les ostéophytes juxta-articulaires peuvent élargir les contours articulaires. La
condensation de I'os sous-chondral dans la région du pincement articulaire est habituelle. Des
géodes peuvent siéger, de facon occasionnelle et tardive, au sein de la condensation. A un
stade avancé, des érosions de I'0os sous-chondral sont observées dans la zone dépourvue de
cartilage. Cependant, la radiographie standard, souvent suffisante lors d’atteintes avérées,
péche par sa faible sensibilité face a des formes arthrosiques précoces. Néanmoins, le recours
a des incidences radiologiques particulieres permet de contrecarrer ce pr&daomssgour

le genou, Lequesne pour la hanche).
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* Indices d'évaluation clinigue

Il existe plusieurs méthodes d’évaluation des symptémes et génes subis par le patient atteint
d’arthrose. L'intérét de ces méthodes est de les appliquer afin d’apprécier l'effet d’'un
traitement. Trois types de scores sont majoritairement utilisés :

o0 L’échelle visuelle analogiqu¢éEVA) de la douleurHuskisson, 1974]évalue
I'intensité de la douleur a un instant donné ou sur les 48 derniéres heures. Cette
échelle est graduée de 0 a 10, ce qui donnera un score définitif sur 100 apres
multiplication par 10. Les limites de cette méthode sont les difficultés de
compréhension par le patient, et la notion d’instant présent qui correspond
souvent, lors de la consultation ou de I'hospitalisation, & un moment de repos
ou les douleurs sont moins importantes.

0 L’indice de sévérité symptomatiqude I'arthrose des membres inférieurs
WOMAC (Western Ontario and Mc Master Universiliegii prend en compte
trois items : la douleur, la raideur et la géne fonctionnBdiamy et coll, 1988]

La réponse aux diverses questions peut étre apportée par I'échelle visuelle
analogique de la douleur (0 a 10) ou de I'échelle de Lickert comportant 5
réponses possibles (nulle, minime, modérée, sévére, extréme). Le calcul de
lindice de sévérité symptomatigue WOMAC est relativement complexe et
long a réaliser.

o L’indice algo-fonctionnel de Lesquesise décline en deux versions : I'une
pour la gonarthrose, I'autre pour la coxarthrose. Il explore trois parameétres : la
douleur ou la géne, le périmétre de marche maximal et les difficultés de la vie
quotidienne. Son score global varie de 0 a 26. C’est le score le plus simple et le
plus reproductibl@Lequesneet coll, 1987}

1.45 Evolution de I'arthrose

L’arthrose est une maladie lentement évolutive. Son rythme de progression differe d’'une
personne a l'autre et n’est pas uniforme au cours du tpmpshimet coll, 1977; Cicuttiniet coll,

1999b; Raynaulet coll, 2004} Dans la plupart des cas, I'arthrose évolue plutot lentement sur de
nonmbreuses années. Elle est marquée par des épisodes évolutifs par intermittence avec des
poussées congestives aigués caractérisees par des modifications du rythme de la douleur,
suivies de périodes d’accalmie. Ces poussées surviennent a une fréquence variable selon les
patients et I'ancienneté de la maladie. Durant ces poussées, une accélération de la dégradation
cartilagineuse est observi@duka et coll, 2004]

1.4.6 Les traitements de I'arthrose

Sans prise en charge adaptée, la douleur et la raideur articulaires aboutissent a une réduction
de 'amplitude des mouvements et, a terme, a un véritable handicap fonctionnel. L'arthrose
sévere rend les gestes de la vie quotidienne difficiles voire impossibles. Cela peut aboutir a
une dégradation de la qualité de vie. Actuellement, aucun médicament n’est en mesure
d’'induire une réparation du cartilage 1ésé. Le but majeur du traitement pharmacologique de
I'arthrose est donc de soulager la douleur. Il fait appel aux médicaments et traitements locaux,
a la rééducation pour entretenir la musculature et a la chirurgie, notamment dans le cas
d’actions correctrices (ostéotomies) ou de la mise en place de prothéses articulaires. Il est
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toujours indispensable de commencer tout traitement de I'arthrose par un traitement médical
guelle que soit la gravité ou le stade évolultif.

Les traitements médicaux non chirurgicaux de la gonarthrose comportent :
o les antalgiques simples
o les anti-inflammatoires
0 les gestes locaux :
- injections intra-articulaires de corticoides,
- viscosupplémentation par acide hyaluronique,
- lavage articulaire per-arthroscopique.

Les traitements chirurgicaux de I'arthrose du genou comportent :

0 l'ostéotomie de variation

o la réalisation de microfractures (faisant suite aux anciennes techniques de Pridie
ou d’abrasion)

o les techniques de mosaicplastie

o lingénierie articulaire par Transfert Autologue Ostéochondrale, ou méthode de
Brittberg

o les différentes prothéses de genoux :
- protheses partielles ou unicompartimentales,
- prothéses fémoro-patellaires,
- protheses tricompartimentales (a glissement ou a charniere).

Les indications respectives des différents types de prothése sont fonction de la nature, de la
localisation et de l'importance des lésions qui motivent cette intervention. Le principe

directeur de base est celui de I'économie osseuse : mettre en place la prothese nécessitant le
moins de résection osseuse permet une intervention plus simple, et surtout ménage I'avenir en
laissant une possibilité de reprise chirurgicale éventuelle dans des conditions techniques
satisfaisantes. La part du traitement chirurgical dans le traitement des arthroses évoluées reste
donc importante, puisqu’il est posé environ 100 000 protheses de la hanche par an en France,
et 50 000 protheses du geraida et coll, 2006}

X/ K/ 7/
XS X X g
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2 Meéthodes d’'imagerie appliquées a 'arthrose

2.1 Introduction

Par sa fréguence, son retentissement socio-economique et les difficultés thérapeutiques
gu’elle pose, I'arthrose est la pathologie prépondérante dans le contexte ostéoarticulaire. Une
des grandes caractéristiques de cette affection est le manque de corrélation entre la
symptomatologie fonctionnelle et les Iésions anatomiques. Le consensus actuel préconise un
dépistage précoce de l'arthrose ou des états « pré-arthrosiques », en raison des solutions
apportées par l'orthopédie et des espoirs thérapeutiques apportés par de nouveaux
médicaments ditshondroprotecteursDans ce dépistage precoce, I'imagerie meédicale occupe
une place de choix. A ce jour, deux méthodes d’évaluation structurale de l'arthrose sont
validées : la radiographie standard et l'arthroscopie. En pratique clinique, seule la
radiographie standard est utilisable pour suivre un patient arthrosique en appliquant les
recommandations de standardisation des clichés (métho8ehdiss lyonnajggenou fléchi),

mais d’autres protocoles d’imagerie sont actuellement expérimentés : la radiographie et la
tomodensitométrie, la scintigraphie osseuse, I'arthrographie et I'arthroscanner, I'échographie,
la chondroscopie et I'imagerie par résonance magnétique (IRM).

2.2  Laradiographie

La radiographie standard est actuellement I'examen principal utilisé en routine pour évaluer
les modifications structurales de I'arthrqagman et coll, 1987; Lequesnet coll, 1994; Altmanet

coll,, 1996} La radiographie standard a pour atouts sa simplicité et son co(t peu onéreux. Elle
pemet une évaluation indirecte de I'état du cartilage et met en évidence de nombreuses
anomalies telles que les ostéophytbecé de perroqugt la sclérose sous-chondrale, le
pincement de linterligne articulaire qui peuvent étre évalués tant qualitativement que
guantitativemenfScottet coll, 1993; Altmaret coll, 1995; Hartet coll, 1995}

Depuis 1957, le score de Kellgren et Lawrence est considéré comme la réfiéestmes et

coll, 1957} Cet index prend en compte principalement la taille des ostéophytes et le pincement
articulaire.

Elle propose cing stades en fonction des atteintes articulaires :

. absence, pas de signe d’arthrose

: doute, ostéophytes minimes de signification douteuse

: arthrose minime, ostéophytes sans diminution de l'interligne

. arthrose modérée, pincement modérée de I'intérét

. arthrose sévere, pincement significatif de l'interligne avec condensation de I'os
sous-chondral.

-bwl\.)l—‘o

Quelques criteres furent établis en raison de I'imprécision de la définition du score et de
importance donnée aux ostéophytes. Ces différents criteres radiologiques peuvent étre
évalués individuellement: pincement articulaire, ostéophytes, sclérose sous-chondrale,
géodes. Chacun des parametres est évalué en utilisant le plus souvent une échelle en 4 grades
et en utilisant un atlas de référemaeman et coll, 1995} En pratique clinique et lors des essais

de médicaments chondroprotecteurs, seule la mesure de l'interligne ou la mesure de la surface
de l'articulation sont effectuées.
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Pour les articulations, la mesure de I'interligne articulaire (figure 7) est considérée comme le
critére majeur pour évaluer la progression radiologique des lésions du caRréageet coll,

1997] Ainsi, il a été proposé de mesurer la distance entre les surfaces articulaires a I'endroit le
plus pincé. D’autre auteurs proposent de mesurer la surface d'une partie de linterligne
articulaire, ou sa totalité, a I'aide de techniques de numérigatioreet coll, 1989; Conrozieet

coll., 2001; Gordoret coll, 2001} Ayral [Ayral et coll, 1993] et Blackburn[Blackburnet coll, 1994;
Blackburnet coll, 1996] ont signalé que les Iésions au niveau de la surface articulaire détectées
pa l'arthroscopie ont toujours été accompagnées par un amincissement de linterligne
articulaire sur les radiographies.

6 Mois

Figure 7. Radiographies d’'un genou effectuées a 6 mois d’intervalle. Le cliché de droite montre une diminution

de l'interligne articulaire sur le versant latéral de I'articulation.
Adapté de : Loeuille D. et coll., Revue du Rhumatisme (2006) 73, 609-616.

Par rapport aux autres méthodes d’'imagerie, la radiographie standard conserve ses indications
pour le diagnostic et le suivi évolutif. Cependant, cette technique indirecte peut présenter des
faux négatifs ou faux positifs, et ne permet qu’'une approche partielle dont le clinicien ne
puisse se satisfaire lorsqu’il envisage des traitements complexes. Quoiqu’il en soit, la
standardisation des protocoles, le positionnement précis de I'articulation et le recours aux
reperes anatomiques sont les gages de I'acuité et de la reproductibilité des [pesuaes

Wright et coll, 1995; Dieppest coll, 1995; Buckland-Wright, 1997; Dupués coll, 2003]

2.3 La tomodensitométrie

Dés son apparition, le scanner a révolutionné le radiodiagnostic. Dans I'étude des
articulations, il apporte la « 3éme dimension » sous la forme de vues en coupes axiales
impossibles a obtenir par les techniques conventionnelles. S'il ne permet pas une étude
satisfaisante des cartilages, le scanner précise par contre fort bien les contours des disques
intervertébraux, la présence d'air ou de calcifications et surtout renseigne sur I'état de l'os
sous-chondral et les rapports articulaifeisan et coll, 1991} Sur les images obtenues il est
courant de retrouver les différents élémentsyiodrome radiologique d'arthrogpincement

de linterligne articulaire, ostéocondensation et géodes épiphysaires, ostéophytes marginaux)
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et il est méme possible, dans certains cas, de les dépister. Différentes mesures de densite, de
surface, de distance sont aisément réalisables. De plus de l'apport dans le diagnostic de
l'arthrose le scanner joue un r6le dans la recherche de certaines étiologies (dysplasies,
malpositions articulaires, anomalies rotationnelles ....) ; de méme certaines conséquences de
I'arthrose sont bien analysées (par exemple : retentissement de certains ostéophytes vertébraux
sur le contenu du canal rachidien et des trous de conjugaison). Toutefois, dans l'arthrose cet
examen ne devient vraiment complet qu'apres opacification de I'espace articulaire (arthro-
scanner) ou du disque intervertébral (disco-scanReshick, 2004]

2.4  La scintigraphie osseuse

La scintigraphie osseuse aux diphosphonates marqués au Technétium Y8p€Fmet une
exploration indirecte du cartilage. En I'absence de lésions chondrales, 'examen révele des
zones d’hyperfixation du diphosphonate liées a son incorporation dans I'os ostéoide en cours
de minéralisatiornChristensen, 1985; Dyet coll, 1986} En cas d’altération du cartilage lors d’'un
processus dégénératif ou inflammatoire, une hyperfixation est observée dans la zone osseuse
sous-jacente concernée. Elle correspond aux phénomenes de remaniements localisés au sein
de I'os sous-chondral ou des ostéophytes et/ou un cedéme de I'os trabéculaire (vasodilatation
vasculaire, extravasation du diphosphonate). Les anomalies observées en scintigraphie
refletent a la fois des Iésions évolutives, mais également des Iésions anciennes (plus d’'un an)
en cours de réparation. Du fait de sa faible résolution spatiale (7-10 mm), I'étude précise de
I'articulation s’en trouve limitée et n'est pas bien adaptée a I'évaluation de la progression
arthrosique. La scintigraphie osseuse ne présente ainsi aucun intérét pour le dépistage de
Iésions débutantes du cartilage en I'absence de remaniements sous-chondraux.

2.5  Arthrographie et arthroscanner

L’arthrographie permet une meilleure visualisation du cartilage que la radiographie standard.

Il apparait en négatif sous forme d’'une bande transparente, limitée d’'un coté par le produit de
contraste et de lautre par I'os sous-chondral. Elle permet une mesure plus précise de
I'épaisseur du cartilage, une appréciation de la surface et la mise en évidence d’anomalies
localisées (encoches, ostéochondrites, fissures ostéochondrales, irrégularités de surface...)
[Blackburn et coll, 1994} Toutefois, les superpositions des surfaces articulaires expliquent
gu'une chondropathie discrete d’un condyle ou d'un plateau tibial puisse passer inapercue
[Silbermann-Hoffmaret coll, 1997} Actuellement, cet examen n’est plus que rarement utilisé dans

le cadre de I'étude du cartilage en raison de son caractere invasif, mais reste encore pertinent
pour les atteintes méniscales.

L’'arthroscanner est capable de donner plus d’'informations sur le cartilage que la radiographie
standard et I'’échographi@oven et coll, 1982; Reisert coll, 1982} La qualité des images est
nettement supérieure a celle obtenue lors d’'une arthrographie. Cette technique est invasive,
irradiante et ne permet pas d’apprécier les réactions de I'os (cedeme), la structure du tissu
cartilagineux et I'inflammation synoviale. Elle représente toutefois un bon index relatif aux
Iésions superficielles du cartilage, aux pertes chondrales, et permet une analyse adaptée a
I'étude de la membrane synoviale.

a7



" tude bibliographique

2.6  Léchographie articulaire

L’échographie est largement utilisée en rhumatologie tant a visée diagnostic dans les lésions
musculaires et tendineuses que dans le dépistage de I'ostéoporose. En revanche, 'emploi de
cette technique dans I'étude du cartilage ou de la maladie arthrosique est extrémement limité
et est en cours de recherche. Les travaux de Myeess et coll, 1995] ont montré, sur une

image haute fréquence, une grande précision et reproductibilité dans les mesures de
I'épaisseur et les caractéristiques de la surface du cartilage articulaire normal ou arthrosique.
Cependant, seules les parties du cartilage peu profondes et accessibles a la sonde peuvent étre
explorées. L'utilisation de cette technique pourrait se faire au cours d’un examen endo-
articulaire ou la sonde serait mise en contact direct du cartilage. Des travaux expérimentaux
ont été réalisés sur la caractérisation ultrasonore du cartilage articulaire chez le rat, dans le but
de développer un outil d’exploration endo-articulaire permettant d’obtenir des informations
sur la structure interne du cartilagellaumailet coll, 2002}

Classiquement, le cartilage articulaire apparait hypoéchogéne alors que I'os sous-chondral et
l'interface cartilage-liquide sont hyperéchogémssen et coll, 1984; Cherinet coll, 2001} Ses
contours peuvent étre analysés et son épaisseur mesurée. Dans un contexte pathologique, des
modifications focales d’échogénicité peuvent apparaitre au sein du tissu cartilggireeinx

et coll, 1998] Cependant, I'approche échographique reste partielle : elle ne permet pas une
étude en routine des articulations et ne peut constituer qu’'un complément de I'examen des
parties molles péri-articulairgglackburn et coll, 1996} En effet, I'échographie apporte des
informations pertinentes quant aux phénomenes inflammatoires (épanchement synovial,
bursite, polyarthrite rhumatoide..[¢hao et coll, 2008} et révele I'état du réseau vasculaire
[Rubin et coll, 1995] de I'articulation (en particulier en utilisant le mode doppler, avec ou sans
produit de contraste).

2.7  Lachondroscopie, ou mini arthroscopie

L’arthroscopie est le seul examen offrant une visualisation directe, fine et complete des
surfaces articulaires du genou. Elle permet également d’apprécier les modifications
gualitatives et quantitatives de la membrane synoviale au cours de la gonarthrose et
d’appréhenderin vivo, les interactions entre les chondropathies et I'inflammation synoviale.

La chondroscopie permet d’évaluer et de quantifier les lésions cartilagineuses du genou en
vue de mettre en évidence un effet chondroprotecteur des nouvelles molécules proposées
comme médicaments « anti-arthrosiques ».

Deux approches différentes sont utilisées pour quantifier les lésions du cartilage :

La premiere consiste a évaluer globalement, au cours de I'arthroscopie, la sévérité des
Iésions cartilagineuses de chaque surface articulaire du genou (rotule, trochlée, plateaux et
condyles internes et externes) et de reporter cette appréciation personnelle sur une EVA a 100
niveaux (0 représentant I'absence de chondropathie du compartiment, et 100 la chondropathie
la plus évoluée possible). Une échelle est utilisée pour chacune des surfaces articulaires.

La seconde approche, plus analytique, dédiée a I'articulation du genou correspond au
score et a la classification arthroscopiques des lésions cartilagineuses proposées par le Société
Francaise d’Arthroscopie (SFA), prenant en compte les 3 parameétres des chondropathies, a
savoir leur localisation, leur profondeur (appréciée selon la classification arthroscopique de
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Beguin et Locker en 5 stades (tableau 1) et leur éteiagtie et coll, 1994; Dougados et call.

1994] Pour chaque surface articulaire, le pourcentage de la surface des Iésions chondrales est
calculé pour chaque grade. Ainsi, un score fémoro-patellaire sur 200 points est obtenu (2
surfaces articulaires) et un score fémoro-tibial sur 400 points (4 surfaces articulaires). Toutes
les Iésions du cartilage sont reportées sur un schéma du genou par l'investigateur. Le score
global du genou en arthroscopie varie de 0 a 600 points. Un score de O correspond a un
cartilage normal, alors qu’un score de 600 points signifie une absence totale de cartilage (mise
a nu de I'os sous-chondral).

L’arthroscopie demeure une technique invasive qui devrait servir d’outil de référence pour la
validation des technigues non invasives telles que les radiograplsebums Par ailleurs, la
chondroscopie n’est pas couramment utilisée comme outil métrologique lors des essais des
médicaments chondroprotecteurs, bien qu’elle le soit ponctuellement pour le suivi des
chondropathies focales lors de greffe de chondrocytes.

2.8  L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

2.8.1 Introduction

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est le fruit du couplage énergétique entre un
moment magnétique nucléaire et un champ magnétigu€Edite technique est relativement
récente car le phénomene RMN a été mis en évidence pour la premiére fois en 1946 par Bloch
et Purcell indépendamment. Cependant, elle occupe une place de choix parmi les méthodes
spectroscopiques. La RMN permet, a laide dimpulsions de champs radiofréquence,
d’analyser un trés grand nombre d’expériences qui se révelent applicables dans de nombreux
domaines : la chimie, la biologie, la médecine, les sciences des matériaux, alors qu'a ses

débuts elle se limitait a mesurer essentiellement des moments magnétiques nucléaires.

L'lImagerie par Résonance Magnétique (IRM), apparue en 1973, est devenue un outil

performant et non agressif de diagnostic médical, venant largement compléter la tomographie
a rayons X, les ultrasons, la magnétoencéphalographie et la tomographie par émission de
positons (TEP). Théoriquement la RMN n’a pas de domaine de fréquence propre puisque
celle-ci peut varier avec l'intensité du champ magnétique appligué. Cependant, les champs
magneétiques actuellement accessibles permettent de situer la RMN dans le domaine des
radiofréquences (fréquences inférieures a celles des micro-ondes). La figure 8 représente le
spectre du domaine allant des radiofréquences aux rayons gamma. |l permet de situer les
diverses spectroscopies a partir de leur plage d'utilisation en fréquences. Les énergies et les
longueurs d’'onde associées a ces spectroscopies peuvent étre déduites des relations suivantes :

E=hxv Eq. 1
C

A== Eq. 2
%

Avec :E, I'énergie de I'onde électromagnétique (en Joules),
h, la constante de Planck 6,626 068 96x1¢f J.s),
v, la fréquence de I'onde électromagnétique (en Hertz)
A, la longueur d’onde (en métre),
c, la célérité de I'onde électromagnétique (HL.s
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Figure 8. Spectre des ondes électromagnétiques s’échelonnant des ondes radio aux rayons gamma. La plage de

fréquences utilisée en imagerie par résonance magnétique se situe au niveau des ondes ‘radio’.
Adapté de: Ecole Polytechnique Universitaire de Lille, http://www.eudil.fr/eudil/tec35/hyper/hypercl.htm (consultée le
18/09/08).

L'énergie utilisée en RMN dans le domaine des radiofréquences est envitoioislO
inférieure a I'énergie des photons utilisés en radiologie X conventionnelle. Par conséquent, la
RMN est considérée comme une technique non agressive, n'affectant pas les tissus
biologiques. L'IRM représente donc une alternative aux techniques radiographiques et
tomodensitométriques lorsque les tissus a explorer sont sensibles aux rayonnements ionisants.
L'IRM se révele capable de mesurer un nombre important de parametres physiques,
permettant ainsi d’obtenir des images avec des contrastes variés. Son ‘pouvoir contrastant’ et
sa définition autorisent une caractérisation tissulaire remarquable.

2.8.2 La technique d’'IRM dans I'étude du cartilage

L’'IRM posséde le potentiel de fournir des images a haute résolution spatiale des tissus mous,
permettant la visualisation anatomique et la détermination des pathologies. L'IRM est la seule
technique capable de visualiser directement et simultanément I'ensemble des constituants de
l'articulation. Cette faculté permet a l'investigateur d’étudier la totalité des organes d’intérét
[Peterfyet coll, 1994a] L'IRM est une technique adaptée pour un diagnostic fiable d’'une large
variété de pathologies rhumatologiques des articulations périphérfiguesn et coll, 1988;
Deutschet coll, 1989} L'IRM est cependant la plus colteuse des modalités utilisées dans
I'imagerie du genot(Ruwe et coll, 1992} Cependant, elle présente plusieurs avantages tels que
ses capacités d’acquisition multi-planaire, I'excellent contraste entre les différents tissus ainsi
gue son caractére non invasif et non irradiant. Les travaux de Buckland-Wright et coll.
[Buckland-Wright, 1997] confirmés par ChaftChanet coll, 1991} ont montré que I'lRM est plus
sensible que la radiographie et l'arthroscopie pour la détection d’anomalies de type
arthrosique, et qu’elle est absolument unique pour I'évaluation des modifications des tissus
mous.

De plus, les performances de I'lRM dans l'investigation du cartilage articulaire sont en
constante évolution : implémentation de nouvelles ségquences pour la visualisation du cartilage
[Rechtet coll, 1993; Tervonert coll, 1993} développement de nouveaux capteurs radiofréquence,
mais aussi utilisation de produits de contraste intra-articyaite!, 1990; Blurret coll, 2003] et
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intra-veineux[Drape et coll, 1993; Winalskiet coll, 1993} Ces développements ont stimulé les
études in vitro sur le cartilage hyalin, sur des piéces anatomiques ainsi que dans le domaine de
la recherche clinique utilisant I'IRNGylys-Morin et coll, 1987; Hodleret coll, 1992; Jonssoet coll,

1992; Monsonet coll, 1992} Les modelesn vitro ont des avantages certains, incluant la
reproductibilité de positionnement et la possibilité de comparaison directe des résultats IRM
obtenus avec des examens histologiques. Plusieurs auteurs ont étudié les corrélations
IRM/histologie ou IRM/arthroscopigiandelberget coll, 1990; Brodericlet coll, 1994; Peterfet coll,

1994a; Disleret coll, 1996} D’autres études ont comparé les capacités diagnostiques de I'IRM a
celles d’autres modalités comme la radiographie plansizglindon et coll, 1991; Blackburret

coll, 1994; Munasingheet coll, 1996] le scanner[Chan et coll, 1991] et les criteres
physiopathologiquegAdams et coll, 1991; McAlindonet coll, 1991; Loeuilleet coll, 1997} pour

déecter des anomalies cartilagineuses focales. Ces travaux ont mis en évidence le potentiel de
I'IRM pour étudier et analyser la maladie arthrosique. Quelques auteurs ont analysé in vivo les
changements des os sous-chondral et trabéculaire par IRM dans le cadre de cette pathologie
[McGibbonet coll, 1998; Beufet coll, 2002; Bolbos et coll2008b] Bien que I'attention des chercheurs

soit dirigée préférentiellement vers la quantification du cartilage hyalin dans des conditions
normales et pathologiquéeterfyet coll, 1995; Kladnyet coll, 1996; Taret coll, 1996; Ecksteirt coll,

1998a] I'’hypothése de changements quantitatifs de I'os sous-chondral dans les stades précoces
del'arthrose a été émige@/atsonet coll, 1996a; Watsoet coll, 1996b]

2.8.3 Les séquences d'acquisition en IRM

2.8.3.a  Séquences classiques

Les séquences en écho de spin pondérées T1 : elles sont caractérisées par une bonne qualité
de I'image (bon rapport signal sur bruit et bonne résolution), mais elles présentent un mauvais
contraste entre le cartilage et le liquide synovial. Le diagnostic des Iésions est évalué avec une
précision de 70 Y%Rechtet coll, 1994} Il faut garder en mémoire que ces séquences sont utiles
notamment pour toutes les lésions de stade IV, car elles permettent une analyse idéale du
liseré cortical et I'état de I'os sous-cortical, rarement intact a ce stade.

Les séquences en ‘double écho’ associant une imagerie en densité de protons et en T2
permettent d'obtenir un meilleur contraste avec un cartilage relativement intense en
pondération densité de protons, et bien marqué en pondération T2.

L’écho de spin est aujourd’hui abandonné au profit de séquences plus rapides. Les séquences
de typefast ou turbo spin-echo permettent de garder globalement la méme qualité d’image,
mais dans un temps d’acquisition nettement plus court (de l'ordre de 5 minutes). Ces
séquences permettent de limiter la survenue d’artéfacts de mouvement. Actuellement, la
saturation des signaux de la graisse est souvent utilisée avec ses séquences. Ceci a pour effet
de majorer nettement le contraste entre le cartilage et I'eau, le cartilage et le tissu osseux.
Dans une étude datant de 1998, I'équipe de Ppbaeret coll, 1998] montre gu’'avec ces
sequences dites classiques, a condition d’utiliser une matrice élevée, la valeur diagnostique est
de 92 %, la sensibilité de 87 % et la spécificité de 94 %.
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2.8.3.b  Séquences spécifiques de lI'imagerie du cartilage

Il existe de nombreuses séquences fondées sur I'écho de gradient 3D. Les variantes
s’appellent FISP Kast Imaging with Steady-state Precession), DEB8al Echo Steady

Statg, GRASS (Gradient Recalled Acquisition in Steady $te®GR (Spoiled GRASS).

Elles présentent I'énorme avantage de permettre des coupes millimétrigues et des
reconstructions dans les trois plans de I'espace. Pour [gder, 1997] ces séquences en

écho de gradient 3D ont permis d’améliorer les performances diagnostiques de 38 a 75 %. Les
techniqgues 3D mettent en évidence un cartilage spontanément en hyper-signal franc,
contrastant avec I'ensemble des structures graisseuses, liquidiennes et osseuses restant en
hypo-signal plus ou moins franc.

L’arthrographie par IRM nécessite I'injection intra-articulaire d’'une tres faible quantité de
gadolinium. Elle a 'avantage de pouvoir étre associée a des séquences en écho de spin en
pondération T1, réputées pour leur qualité et leur fiabilité, gu’elles soient effectuées avec ou
sans suppression du signal de la graisse. Il s'agit cependant de coupes relativement épaisses
gue l'on peut actuellement réduire a 2 mm (en 2D). On pourra privilégier les séquences
millimétriqgues 3D SPGR qui gagnent a étre effectuées avec saturation des signaux lipidiques
afin de conserver un bon contraste entre le liquide intra-articulaire et le cartilage. Un effet
arthrographique peut également étre réalisé aprés injection intra-veineuse de gadolinium
[Drape et coll, 1993] qui diffuse progressivement dans la cavité articulaire, ce qui permet
d’obtenir une amélioration évaluée a 20 % de la visibilité du cartilage par rapport au cas sans
injection. Il est nécessaire de faire marcher le patient au minimum une demi-heure avant
'examen. L'équipe de BashiBashiret coll, 1996]a montré par ailleurs que le gadolinium peut
pénétrer dans le cartilage par la surface lorsqu’il est présent dans la cavité intra-articulaire,
mais aussi en surface et dans la zone profonde osseuse lorsqu’il est injecté par voie intra-
veineuse. Une diminution de 50 % du contenu cartilagineux en GAG se traduit par une baisse
de l'imprégnation en gadolinium d’environ 30 % en utilisant la technique récente dGEMRIC
(delayed Gadolinium Enhanced MRI of Cartilagé paragraphe 3.4.5}old et coll, 2006}

Les images pondérées en T1 peuvent étre plus utiles que celle pondérées en T2 dans le
dépistage des anomalies de petite taille. Cependant, en présence d’'un épanchement, un effet
arthrographique obtenu avec les IRM pondérées en T2 augmente 'évidence des lésions. Les
images d’écho de spin pondérées en T1 et en densité de protons ont le désavantage d’avoir un
faible contraste entre le cartilage et les autres structures qui I'entourent. Les images d’écho de
spin avec suppression de la graisse rendent le cartilage articulaire hyper-intense, en fort
contraste avec les structures adjacejm&srfyet coll, 1994a; van Leersuet coll, 1995] En plus de

ces techniques conventionnelles d’écho de spin, il est possible d’employer des séquences
pondérées en T1 avec suppression de la graisdwiqd fat suppression) qui amplifie la
visibilité du cartilage hyalifChandnankt coll, 1991}

Les séquences d’écho de gradient peuvent étre combinées avec des acquisitions 3D délivrant
ainsi des coupes plus fines et jointives, ce qui constitue un avantage certain pour les petites
articulations et pour les patients présentant des lésions précoces du cartilage. En patrticulier, la
séquence tridimensionnelle d’écho de gradient SP&R $Poiled Gradient Echo) avec
suppression de la graisse se révele rapide et significativement plus sensible que les techniques
IRM 2D standards en ce qui concerne la détection des défects cartilaffaeuy et coll,

1994a; Disleret coll, 1996; Rechtet coll, 1996} Cette séquence a montré une excellente
reproductibilité inter- et intra-observatdBeterfyet coll, 1994b; Dislett coll, 1996]
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3  Etudes morphologique et structurale par IRM

3.1 Introduction

Un obstacle important dans les tests d’efficacité des approches thérapeutiques de l'arthrose a
été l'incapacité d'évaluer le statut du cartilage directement par des techniques non invasives
[Beary, 2001; Peterfy, 2001]L’arrivée de I'IRM, technique non invasive avec des capacités
d’acquisition multi-coupes et multi-dimensionnelles pour un contraste inégalé des tissus
mous, a créé l'opportunité d’évaluer I'intégrité des articulations : cartilage articulaire, o0s,
tendons, ligaments, ménisques. Cependant, la minceur du cartilage, sa géométrie complexe,
son temps de relaxation transversal (T2) relativement court, sa composition complexe et ses
sources variées d’artéfacts potentiels font de I'lRM quantitative du cartilage articulaire un réel
défi. Dans le contexte arthrosique, I'étude de la surface du cartilage devient plus difficile a
définir en raison de modifications focales, de fibrillations et d’amincissement du cartilage,
mais aussi de l'apparition de tissus réparateurs et d’ostéophytes. Néanmoins, des avancées
techniques significatives en IRM et dans le traitement des images ont révolutionné
I’évaluation non invasive de la morphologie et de la structure du cartilage.

L’'imagerie RMN possede des atouts uniques pour I'éitude/o du cartilage (morphologie et
structure) et des structures trabéculaires sous-chondrales. C’est une technique d’utilisation
courante dans la pathologie de I'appareil locomoteur. Non agressive, I'IlRM permet d’obtenir
in vivo des images avec une résolution spatiale élevée et son caractere multiparamétrique
autorise une bonne caractérisation tissulaire par le choix des contrastes. L'IRM, et plus
particulierement la microscopie RMN, apparait donc comme une technique particulierement
adaptée au suivin vivo des dégradations et des réparations de larthrose. La densité
importante d’eau (liée ou libre) contenue dans le cartilage rend I'IRM extrémement
performante dans I'étude morphologique du cartilage. Elle permet d’avoir des images tres
contrastées grace a la suppression des tissus graisseux environnants; l'acquisition
tridimensionnelle délivrant quant a elle des coupes fines et jointives de tout le volume
cartilagineux.

De nombreuses études ont également mis en évidence la structure du cartilage par IRM. Ces
études utilisent des techniqgues de mesure de temps de relaxation (longitudinal (T1) et/ou
transversal (T2)), le transfert d’aimantation et la diffusion. Toutes ces techniques renseignent,
de maniere différente, sur I'orientation des fibres de collagene ou I'organisation de la matrice
extracellulaire. En complément, I'injection de produit de contraste de type Gd-DTPA a permis
de mettre en évidence, de maniére extrémement localisée, le contenu en protéoglycannes et sa
dépendance avec le degré de dégradation de la structure du cartilage. Dans la suite de ce
chapitre, nous allons décrire les différentes méthodes d’évaluation de la morphologie
(épaisseur, volume) et de la structure (composition ‘biochimique’) du tissu cartilagineux
articulaire. Nous nous focaliserons davantage sur le cartilage du genou qui constitue une part
importante des travaux de thése réalisés.
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3.2 Etudes IRM semi-quantitatives des  défects
cartilagineux

Un nombre conséquent de scores semi-quantitatifs ont été développés pour I'imagerie du
cartilage articulaire. La plupart de ces méthodes graduent la sévérité de I'amincissement du
cartilage sur des échelles de 0 a 4. Des études ont montré de hautes spécificité et sensibilité
des séquences SPGR pondérees T1 (avec suppression de la graisse) dans la détection des
Iésions chondrales sur piéces anatomiques de ménme \qud, en comparaison avec des
relevés arthroscopiquégRechtet coll, 1993; Disleret coll, 1996; Rechet coll, 1996} Des résultats
similaires sont trouvés avec des séquences d’acquisition rapides FSE pondérée T2 (avec
suppression de la graisgBjodericket coll, 1994; Kawaharat coll, 1998}

Peterfy et coll. ont récemment décrit un systeme de score avec lequel les lésions
cartilagineuses sont graduées selon leurs profondeur et étendue (figure 9) le long de la surface
articulaire. Ce score, échelonné sur 8 grades, est en fait une partie d’'un systeme de score plus
complet : lewhole-organ MRI scoring, dans lequel sont évaluées des caractéristiques de la
globalité de l'articulation[Peterfy et coll, 2004; Peterfyet coll, 2006} En dépit de la relative
complexité de ce score et de son échelle étendue, I'étude statistique montre un bon accord des
mesures semi-quantitatives entre différents observateurs.

0 3
1 4
20 5
25 6

Figure 9. Score semi-quantitatif & 8 grades d’évaluation du signal IRM et de I'état morphologique du cartilage
articulaire :

0 : cartilage et signal IRM normaux,

1 : épaisseur normale mais signal T2 élevé,

2.0 : défect focal a profondeur restreinte,

2.5 : défect focal allant jusqu’a I'os sous-chondral,

3 : défects multiples (de grade 2.0) de la surface articulaire,

4 : perte diffuse au niveau de I'épaisseur cartilagineuse (= 75 % de la surface articulaire),
5 : multiples zones de perte totale de cartilage (grade 2.5),

6 : mise a nu diffuse de I'os sous-chondral.

Source : Eckstein F et coll., Osteoarthritis and Cartilage (2006) 14 suppl. A, A46-75.

3.3 IRM quantitative morphologique du cartilage

Pour permettre I'évaluation quantitative du cartilage, les séquences IRM doivent remplir
certaines conditions. Une séquence IRM optimisée pour I'imagerie du cartilage doit avoir un
rapport signal-sur-bruit (S/B) suffisant et fournir un rapport contraste-sur-bruit élevé entre le
tissu cartilagineux (normal et pathologique) et les tissus qui I'entourent (liquide synovial,
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muscles). La séquence doit permettre d’atteindre une résolution spatiale adaptée a I'épaisseur
du cartilage pour un temps d’acquisition raisonnable (le plus court possible) afin de limiter les
artéfacts de mouvement, maintenir le confort du patient et garder le colt de I'examen dans des
limites raisonnables. En fonction de l'articulation, il s’agit de bien différencier le muscle
squelettique, les tissus graisseux et méme la superposition des surfaces du cartilage. En raison
de la faible épaisseur du cartilage, diminuant au cours de l'arthrose, une résolution spatiale
élevée est exigée pour gu'un nombre suffisant de pixels puisse caractériser I'épaisseur du
cartilage. Il est a noter que chacun de ces parametres sont dépendants les uns des autres, il est
donc nécessaire de faire un compromis judicieux dans le choix des paramétres. Pour illustrer
ces contraintes, nous pouvons donner I'exemple suivant : en doublant la résolution spatiale,
dans les 3 dimensions, il en résulte une augmentation du temps d’acquisition d’'un facteur 64
pour garder le rapport S/B constant. Un subtil équilibre entre les différents paramétres
d’acquisition est donc nécessaire.

Les séquences IRM les plus employées pour I'IRM quantitative de la morphologie du
cartilage sont celles fondées sur la séquence d’écho de gradient, tel que FEasBSHo{v

Angle Shat[Frahmet coll, 1986] ou SPGR (Séiled Gradient Recalled acquisition at steady

statg. Ces séquences sont implémentées soit avec suppression de la graisse par une excitation
sélective aux fréquences réalisée en amont de la séquence d’acq(Rsitioat coll, 1993;

Peterfy et coll, 1994b; Ecksteinet coll, 1996; Cicuttini et coll, 2000} soit plus récemment, par
I'excitation sélective en fréquence de I'gairdy et coll, 1998; Graicheret coll, 2000; Burgkart et

coll., 2001; Glaseet coll, 2001] afin d’augmenter le contraste de I'image et éliminer les artéfacts
dedéplacement chimique au niveau de l'interface osseuse.

3.31 Parameétres géométrigues pour I'lRM morphologique

La valeur diagnostique des lésions cartilagineuses en IRM est apparue longtemps comme
incertaine et peu précise. En 1996, Lewyy et coll, 1996] n’identifiait que 21 % des Iésions
chondrales avec I'IRM. D’emblée, il est a retenir que I'lRM est une technique nettement plus
complexe que le scanner X. Il ne s’agit en aucun cas d'un examen standard, mais d’un
examen dont le protocole doit toujours étre adapté au but recherché. Si 'intensité du champ
d’'un appareil IRM est a prendre en compte (variant de 0,2 a 3 Teslas sur des modalités de
recherche clinique), elle est imposée a I'opérateur. Celui-ci disposera, pour ‘piloter’ I'examen,
d’un large choix de séquences : un genou traumatique au stade aigu ne nécessite pas le méme
protocole qu’'un cas chronique, méme post-traumatique. Le désir d’identifier les lésions
cartilagineuses améne a utiliser des sequences classiques mais é€galement a préférer des
séquences parfois longues, trés spécifiques au cartilage, qui paugentrario se révéler
meédiocres pour lanalyse d'autres structures adjacentes (capsulo-ligamentaires,
méniscales...).

Loeuille [Loeuille et coll, 1998] a bien décrit les différents facteurs concourant a garantir la
qgudité diagnostique d’'un examen IRM a visée cartilagineuse. Les progrés récents observes
dans ce domaine sont dus a I'amélioration des machines d’IRM, notamment I'amélioration
des capteurs de surface, des gradients, ainsi que de l'utilisation des séquences 3D existantes
qui restaient encore sous-utilisées du fait de leur durée. La qualité de I'image dépend de la
résolution spatiale et du « piqué » du contraste entre les différentes structures tissulaires.
Cependant, augmenter la résolution spatiale occasionne d’autres limites : en effet, le rapport
S/B est inversement proportionnel a la résolution spatiale. Ce rapport S/B peut malgré tout
étre améliorer grace a des antennes spécifiques plus sensibles et par un allongement du temps
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d’acquisition. Une certaine tolérance sur ces parameétres peut cependant demeurer, puisque
Hardya et coll[Hardyaet coll, 2000]ont rapporté une ameélioration significative de 20 a 25 % de

la précision des mesures (reproductibilité) avec un pixel de 0,28 x 0,28comparé & un

pixel de 0,55 x 0,55 mfnceci malgré la dégradation des rapports S/B et contraste-sur-bruit.

En alignant les coupes perpendiculairement a la surface de larticulation, I'épaisseur de la
coupe est moins critique que la résolution spatiale dans le plan. Marshall gtaehall et

coll.,, 1995]ont comparé des reconstructions volumiques ayant différentes épaisseurs de coupe
avec le volume connu d'un fantdme. Ces auteurs ont rapporté une différence moyenne de
1,7 % pour 1,0 mm d’épaisseur de coupe, 3,5 % pour 1,5 mm, 6,4 % pour 2 mm et 23 % pour
3 mm. lls ont ainsi recommandé I'utilisation d’épaisseur de coupe de 1,5 mm qui représente
un bon compromis entre la justesse des données et le temps d’acquisition. Hardya et coll.
[Hardyaet coll, 2000]n'ont pas trouvé de différences significatives pour la reproductibilité inter-
sequence des mesures du volume cartilagineux (genou humain) pour des épaisseurs de coupe
de 0,5, 1 et 2 mm.

Eckstein et coll[Eckstein, 2004yecommandent une coupe de 1,5 mm d’épaisseur pour le genou
humain, et un pixel de 0,3 mm dans le plan pour une acquisition de 10 a 12 minutes. lIs
conseillent également une orientation coronale du plan de coupe, étant plus avantageuse
gu’'une orientation sagittale, a cause des effets de volumes partiels au niveau des surfaces
articulaires, mais aussi du fait de la perte cartilagineuse plus prononcée dans la région médio-
latérale dans le cas d’'une arthrose fémoro-tibiale.

3.3.2 Segmentation du cartilage

3.3.2a Introduction

La segmentation d’'image est un ensemble d’opérations de traitement informatique ayant pour
but de rassembler des pixels suivant des critéres de similitude prédéfinis (équivalence de
nuances de couleur ou d’intensité, analogie de texture...). Les pixels sont ainsi regroupés en
régions qui constituent un pavagepmartition de I'image originale. Ainsi plusieurs classes de
pixels sont générées chacune regroupant un ensemble de pixels similaires. Dans le cas d’une
image segmentée pouvant se résumer a deux classes de pixels, on [mnkrisiation.
L'Homme est capable de séparer naturellement des objets visuels d’'une image grace a un
apprentissage cognitif et des connaissances de haut niveau (compréhension et représentation
cognitive des objets et de la scéne). Mettre au point des algorithmes de segmentation de haut
niveau (chaque région étant un objet sémantique) demeure un des thémes de recherche les
plus compliqués dans le domaine du traitement de I'image.

La segmentation est une étape cruciale dans les techniques d’extraction et de quantification
d’'informations contenues dans les images. A ce jour, il existe de hombreuses méthodes de
segmentation pouvant étre regroupées en quatre classes principales :
- segmentation basée sur les difféerentes régions d'une imaggon-based
segmentation)
- segmentation basée sur les contours des objets contenus dans kdgebdsed
segmentation)
- segmentation basée sur une approche globale de I'image
- segmentation basée sur la coopération des trois précédentes classes. Cette derniere
ne sera pas détaillée puisqu’elle ne constitue qu'un amalgame judicieux et
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efficace des méthodes de segmentation explicitées dans les sous-paragraphes
suivants.

3.3.2.b  L’approche régionale

Les méthodes appartenant a la classe de segmentation par approche régionale manipulent
directement les différentes régions contenues dans une image. Classiquement, deux types
d’algorithmes sont rencontrés :

- dans le premier cas, l'algorithme prend en considération I'ensemble de I'image
(premiére partition), puis, par itérations successives, en divisant ou regroupant des
régions connexes, I'image va se voir partitionnée au fur et a mesure des itérations.
On parle alors de méthodes de type décomposition/fusmit &nd merge). Ce
type de segmentation est a la base de l'algorithme des ‘lignes de partage des
eaux’, mieux connue sous le termvatershedGrau et coll., 2004; Fripp et coll.,

2007].

- Dans le deuxiéme cas, plusieurs pixels indépendants sont choisis dans l'image,
subjectivement ou non, et vont servir de gernseed poinfsa un algorithme
itératif. A partir de chaque germe, des régions vont croitre jusqu’'a atteindre des
zones ou les pixels de réveleront suffisamment différents de ceux déja englobés.
La croissance des régionsedion growing) se termine lorsque I'ensemble de
I'image est couvert.

Les algorithmes de type décomposition/fusion exploitent les caractéristiques propres de
chaque région de 'image (surface, intensité lumineuse, colorimétrie, texture...). L'algorithme
recherche des couples de régions candidates a une fusion (régions semblables) et les gradue
en fonction de l'impact que cette fusion aurait sur I'apparence générale de l'image. Les
couples de régions les mieux notés sont ainsi fusionnés, et I'opération est réitérée jusqu’a ce
gue les caractéristiques de I'image remplissent une condition prédéfinie (nombre de régions,
luminosité, contraste ou texture générale) ou lorsque les notes attribuées aux couples de
régions n’atteignent plus un certain seuil (algorithme de minimisation fonctionnelle). Les
algorithmes par croissance de régions partent d'un premier échantillonnage de limage
(germes), puis les régions grandissent par incorporation des pixels connexes les plus
similaires suivant un critere donné (exemple : différence entre le niveau de gris du pixel
considéreé et le niveau de gris moyen de la région).

3.3.2c La création de frontiéres

Cette approche cherche a exploiter le fait qu’il existe une transition détectable entre deux
régions connexes d’'une image. Les méthodes les plus anciganes coll, 1980] utilisent des
opé&ateurs de traitement d’'image, tels que les filtres de détection de contours (calcul des
gradients maximums, filtres passe-haut, calcul de dérivées...), afin de mettre en évidence les
pixels situés aux abords des frontieres régionales de I'image. D’autres techniques plus
récentes, dites de ‘contours actifs’, sont basées sur des modeles déformables régis par des
tracés paramétriques (courbe de Bézeling snakes..) et des calculs d’énergisiddiqi et

coll., 1998; Stammbergest coll, 1999b; Lianget coll, 2006a] Afin d’initier le processus, un contour
grossier est tracé autour d’une région. Puis, I'algorithme déforme itérativement le contour
pour, d’'une part, se rapprocher au maximum des zones de fortes variations d’intensité des
pixels, et d’autre part limiter le niveau de courbure du contour (minimisation de I'énergie du
contour).
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L’intérét principal des méthodes de segmentation selon l'approche ‘frontiere’ est de
minimiser le nombre d’opérations nécessaires en cas d'itération du processus sur une
succession d’'images peu différentes les unes des autres (cas des piles d'images médicales
volumigues et des images de séquences vidéo). En effet, des lors que les contours des régions
ont été trouvés sur la premiére image, I'application du modéle déformable a I'image suivante
est plus efficace et rapide que pour les méthodes ou il est nécessaire de relancer l'intégralité
des calculs image par image.

Une autre voie dans ces techniques de segmentation repose sur 'emploi simultané de la
détection des contours et I'optimisation, en temps réel, d’un tracé manuel. De telles méthodes
sont connues sous les dénominationdadeo magnétique, ociseaux intelligentgdans la
littérature anglo-saxonne les termes couramment usités suaalligent scissorslive-wire,
live-lang. Les ciseaux intelligent{8arrettet coll, 1997; Mortenseet coll, 1998; Falcaet coll, 2000a;

Falcaoet coll, 2000b; Gougoutast coll, 2004b; Bowers et co)l2008] constituent une technique semi-
automatique de segmentation d'image permettant I'extraction rapide et précise de régions, par
I'intermédiaire d’'un tracé manuel effectué par I'opérateur.

Ces méthodes sont basées sur des algorithmes de calcul de colt minimal élaboré par Dijkstra
[Dijkstra, 1959] Dans un premier temps, les gradients de I'image sont calculés, les valeurs
maximales de ces gradients étant localisées sur les zones de fortes variations de I'échelle de
gris, c’est-a-dire au niveau des interfaces entre les différents objets présents sur l'image
originale. Dans un second temps, une table de colts est générée qui permet de ‘taxer
differemment le déplacement d’'un pixel a I'autre de I'image en fonction de la longueur et de
l'orientation du déplacement. Enfin, lorsque l'opérateur réalise le tracé sur limage,
I'algorithme va faire venir se coller le tracé manuel sur les valeurs maximales des gradients de
'image, tout en optimisant les codts du tracé (choix du parcours le plus court) grace a la table
de codt. Cette méthode de segmentation semi-automatique permet de cumuler I'expertise de
I'opérateur avec une optimisation en temps réel et reproductible de son tracé manuel.

3.3.2.d  Approche globale de I'image (classification)

Avec la méthode d’approche globale de 'image, I'ensemble des pixels est utilisé pour créer
différentes régions segmentées. La mise en ceuvre la plus simple et la plus ancienne de cette
approche globale de segmentation est le seuillage binaire. Dans une image en niveaux de gris,
les pixels représentent une information de luminance, et I'’histogramme de I'image permet de
représenter le nombre de pixels par niveau de gris. L'utilisateur choisi un seuil de luminance
sur I'histogramme, permettant ainsi de constituer deux classes de pixels : 'une en-deca du
seuil, l'autre au-dela. Cette opération conduit en la constitution d’'images binaires (noir et
blanc), ou seuls les pixels ayant une valeur de luminance déterminée par le seuil sont
conserves.

A partir de l'algorithme de base, des méthodes robustes permettent de déterminer plusieurs
seuils sur un méme histogramme, et ce, de facon automatisée et reproductible (méthode de
détermination des points d’intersection des différents pics de I'histogrgrittee et coll,

1986). Cette méthode de seuillages multiples délivre plusieurs régions différentes,
correspondant a différents lots de pixels classifiés selon chaque valeur de seuil. Enfin, les
seuillages d’histogramme peuvent étre employés localement et en combinaison avec d’autres
méthodes de segmentation, ou encore en utilisant un seuil flottant particulierement utile
lorsque l'illumination est non-uniforme sur 'ensemble de I'image (vignettage, moirage...).
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3.3.2.e  Application au domaine ostéoarticulaire

Dans le contexte de la compréhension de la physiopathologie du cartilage ainsi que dans
I'évaluation de la réponse de traitements de I'arthrose, il est nécessaire de déterminer des
parametres quantitatifs, fiables, liées a la morphologie du cartilage et a sa raréfaction
pathologique. La premiére étape, indispensable au passage des images IRM contigués a une
analyse quantitative, consiste en la segmentation des structures anatomiques d’intérét
(cartilage articulaire) par rapport aux tissus avoisinants. Le relativement faible contraste
existant entre les différents tissus de I'articulation (comme par exemple la surface de contact
entre les cartilages fémoral et tibial, les tendons et ligaments), rend une segmentation précise,
entierement automatisée, encore irréalisable.

A T'heure actuelle, plusieurs techniques de segmentation semi-automatiques ont été
proposées, mais celles-ci nécessitent encore différents niveaux d’intervention (vérification et
corrections du tracé) de la part de 'opérafstimmbergeet coll, 1999a] imposant un certain

degré d’expérience et d’expertise. Pour ces raisons, la segmentation du cartilage constitue une
étape longue et fastidieuse : il n'est pas rare de consacrer plusieurs heures de travail et de
post-corrections pour segmenter le cartilage articulaire d’'un seul patient.

Idéalement, les algorithmes semi-automatiques interactifs procurent des précisions et
reproductibilités au moins similaires a la segmentation manuelle, mais avec un temps de
travail et un effort a fournir moins importarjammbergeet coll, 1999b] Il reste néanmoins
nécessaire de valider ces méthodes semi-automatiques en les comparant a des méthodes
indépendantes et pleinement étabjigegsteinet coll, 2006c](cf. paragraphe 3.5.1).

3.3.3 Mesure du volume cartilagineux

Apres la segmentation, le calcul du volume du cartilage est obtenu par intégration numérique
du nombre de voxels attribués au cartilage lors de I'étape de segmentation. Si des articulations
avec un cartilage relativement mince sont imagées et si la résolution spatiale dans le plan est
relativement faible, il est possible de réaliser une interpolation des données pour obtenir une
résolution en pixel dans le plan plus élevée, avant d'effectuer I'étape de segmentation
[Graichenet coll, 2000; Al-Ali et coll, 2002} En effet, moins le nombre de pixels décrivant le
cartilage est important, plus le calcul du volume sera imprécis. En complément des données
chiffrées, il est possible, grace a des outils informatiques de rendu visuel, de représenter les
volumes d'intéréts sous forme de maillages 3D (figure 10).
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A.

Figure 10. A. Rendu volumique du genou aprés segmentation de I'os et du cartilage articulaire. B. Représentation
des 4 compartiments cartilagineux du genou (cartilages rotulien (vert), fémoral (jaune) et tibiaux (rose+saumon)).
Source : Goebel J.C. et coll., données internes.

Le volume du cartilage dépend de la taille générale de I'indjcksteinet coll, 2001; Dinget

coll, 2003} Ainsi, il est nécessaire de normaliser ce volume par des paramétres
anthropométriques tels que la taille et/ou le poids, l'aire de I'os sous-chondral ou encore le
volume osseux, afin de pouvoir comparer les données inter-indigausini et coll, 1999b;
Joneset coll, 2000; Fabeet coll, 2001b; Burgkaret coll, 2003}

3.34 Quantification d’épaisseur, analyse des surfaces articulaires

Le calcul du volume global du cartilage est un premier pas dans I'analyse morphologique du
cartilage. Cette étape peut étre complétée par des approches géométriques plus avancées telles
qgue le calcul de courbure des surfaces articulaires (rugosité, congruence...), la mesure de
I'épaisseur du cartilage et l'aire des zones de contact articulaire (figure [EdbAjet coll,

2001b; Ecksteiret coll, 2002a] Le calcul de ces paramétres doit étre réalisé en 3D (coupes
jointives) afin de s’affranchir de I'orientation originale des coupes qui pourrait influer sur les
mesures d’épaisseufstammbergeret coll, 1999a; Hoheet coll, 2002} De la méme maniére, le

recours a des méthodes de cartographie reposant sur des calculs de distances euclidiennes 3D
[Danielsson, 1980permettent d’obtenir des mesures indépendantes de I'orientation des coupes
IRM. Enfin, ces cartes 3D présentent I'avantage de foumnfie une représentation des
épaisseurs de I'ensemble des compartiments cartilagineux étudiés (figure 11.B). L’ensemble
de ces données sont autant de parametres susceptibles de varier au cours du processus
pathologique et renseignent ainsi sur I'avancée des atteintes du cartilage arthrosique.
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Figure 11. A. Représentation des zones de contact de l'articulation fémoro-patellaire. B. Cartographie des épaisseurs du

cartilage fémoral et tibial.
Sources : Cohen Z.A. et coll., Osteoarthritis and Cartilage (1999) 7, 95-109.
Koo S. et coll., Osteoarthritis and Cartilage (2005) 13, 782-789.

3.4 Imagerie structurale du cartilage

Paul et coll.[Paul et coll, 1993] ont été parmi les premiers a émettre I'hypothese que les
variations de l'intensité du signal du cartilage (dans une séquence d’écho de spin) sont
corrélées avec la distribution spatiale des protéoglycannes (PGs). Des études plus récentes ont
indiqgué que I'IRM utilisant I'acide diéthylénetriamine pentaacétique chargé avec du
gadolinium (Gd-DTPA) peut potentiellement étre utilisée pour quantifiéivo le contenu

des PGs pour le cartilage articulaire normal ou déegéir et coll, 1997; Allenet coll, 1999;

Bashiret coll, 1999; Trattniget coll, 1999; Bursteiret coll, 2000; Grayet coll, 2001} Le Gd-DTPA est un

agent de contraste chargé négativement et dont la distribution est inversement proportionnelle
a la concentration en glycosaminoglycannes dans le cartilage (cf. paragraphe 3.4.5).

34.1 Collagene

Wolff et coll. [wolff et coll, 1991] ont employé le transfert d’aimantation pour évaluer les
macromolécules du cartilage. Cette technique permet de diminuer I'intensité du signal dans
les régions de fort couplage magnétique entre les fluides et les macromolécules. Certains
auteurs ont suggéré que le transfert d’aimantation est presque exclusivement lié au collagene
[Kim et coll, 1993; Aoki et coll, 1996; Seoet coll, 1996} alors que d’autres ont trouvé une
contribution significative de la part des P(&say et coll, 1995; Wachsmuttet coll, 1997} En
clinique, il peut étre intéressant d’obtenir une information spécifique sur les macromolécules
(collagéne) par l'acquisition d'image avec ou sans l'application préalable de transfert
d’aimantation [Vahlensieck et coll, 1994; Vahlensiecket coll, 1998} Les temps de relaxation
transversale (T2) ont été aussi utilisés pour obtenir une information spécifique sur
I'architecture spatiale du collagéeminenet coll, 2001](cf. paragraphe 3.4.3.b).

61



" tude bibliographique

3.4.2 Composition interstitielle de I'eau

Des études préliminaires d’évaluation de la composition interstitielle de I'eau dans le cartilage
ont aussi été réalisées a partir de la mesure des temps de relaxgbariZizkiet coll, 1997;

Franket coll, 1999; Lusseet coll, 2000; Liesset coll, 2002] et de la densité de protofshapiroet coll,

2001}

3.4.3 Cartographies T1 et T2

3.4.3.a  Cartographie T1

Cette cartographie résulte de I'utilisation de plusieurs séquences d’inversion-récupération qui
permettent de calculer, pixel par pixel, la valeur du temps de relaxation longitudinal (T1)
correspondant. Mlynarik et col[Mlynarik et coll, 1996] ont montré I'absence de variation
zonale du T1 tant sur des cartilages rotuliens normaux que sur des rotules présentant des
Iésions arthrosiques. Récemment a été rapportée la possibilité de définir la distribution
spatiale des protéoglycannes en utilisant la cartographie T1 associée a I'administration intra-
articulaire ou intraveineuse de produits de contraste. Cette évaluation quantitative des
protéoglycannes repose sur le degré d’interaction entre les charges négatives de ces protéines
‘sucrées’ et sulfatées, et les charges des produits de contraste utilisés. Dans le cas du
gadolinium, la structure cartilagineuse normale (riche en protéoglycannes) empéche ce dernier
de diffuser dans la matrice, alors qu’une structure cartilagineuse soumise a une deéplétion en
protéoglycannes donne lieu a un rehaussement du signal proportionnel au degré de déplétion.
[Bashiret coll, 1999; Trattniget coll, 1999} Cependant, ce type de procédure est long du fait de la
nécessité de réaliser deux acquisitions, I'une avant, puis l'autre aprés administration du
produit de contraste. En outre, un délai de 2 a 3 heures est requis entre ces deux acquisitions,
délai nécessaire a la diffusion dans le liquide synovial puis dans le cartilage apres injection
intraveineuse du produit de contraste. En cas d’injection intra-articulaire la diffusion intra-
cartilagineuse débute immédiatement, mais I'IRM perd alors son caractére non invasif. Cette
administration n’est autorisée que dans certains pays.

3.4.3.b  Cartographie T2

Le temps de relaxation transversal (T2) caractérise les échanges d'énergie entre les noyaux et
dépend de leur possibilité de mouvementsitu. Ainsi, le T2 est court dans les milieux
solides, long dans les liquides ou sa durée est alors tres voisine du T1, et représente une durée
intermédiaire dans les milieux plus ou moins visqueux. L'analyse mathématique de la
décroissance du signal RMN, obtenu a partir de séquences utilisant différents TE (séquences
pondérées T2 multi-échos, séquences a train d’écho), permet de disposer d’'une représentation
cartographique T2. Ainsi, il est possible d'obtenir des informations quantitatives des valeurs
de T2 pour chaque voxel de I'image. Lehner et ¢adhneret coll, 1989]0nt éte les premiers a
montrer, sur un imageur de 1,5 T, des variations zonales du T2 au sein de cartilages bovins
avec des valeurs de 77 ms dans la couche superficielle et 51 ms dans la couche profonde du
cartilage rotulien.

D’autres travaux ont souligné la variation spatiale du T2 entre la couche superficielle et les
couches profondes du cartilage humain a partir de profils topographimuesnski et coll,
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1997; Smith et coll, 2001} Ces variations spatiales semblent relatives a une diminution
d’hydratation entre les différentes couches du cartilage. Cependant, aucune confrontation
biochimique et/ou histologique n’'a été réalisée. Mlynarik et gollynarik et coll, 1996]
mesurent, a 1,5 T, des T2 de 41, 23 et 26 ms respectivement dans les couches superficielle,
moyenne et profonde du cartilage de tétes fémorales humaines. Chez l'adulte jeune,
Dardzinski et coll[Dardzinskiet coll, 1997]réalisent une cartographie T2 du cartilage rotulien et
effectuent le méme type de mesures avec un imageur 3 T. Les valeurs sont respectivement de
67, 48, et 32 ms dans les couches superficielle, moyenne et profonde. L’équipe de Nieminen
[Nieminenet coll, 2001]ont réalisé€, sur du cartilage bovin 4gé de 1 a 3 ans, a I'aide d’un imageur
de 9,4 T, une cartographie T2 qui confirme I'existence d’'une fine couche superficielle avec
une valeur de T2 de 40 ms comparativement a une valeur de 90 ms de la couche sous-jacente.
La méthode cartographique atteste donc I'existence de difféerentes couches dans le cartilage
bovin caractérisées par des valeurs de T2 propres.

Dans les travaux de Smith et cg8mith et coll, 2001} des cartographies T2 de l'articulation
fémoro-tibiale de 15 patients asymptomatiques ont été réalisées sur un imageur de 3 T. lls ont
montré, outre la faisabilité technique sur cette articulation, I'existence de variations spatiales
du T2 similaires a celles observées au niveau de la rotule. Ces variations spatiales peuvent
s’expliquer par des modifications du contenu hydrique de la couche superficielle du cartilage
[Mosheret coll, 2001; Smithet coll, 2001} Goodwin et collJ[Goodwin et coll, 1998] ont obtenu des
valeurs de 29 & 11 ms chez le cerf avec un imageur de 7 T. lls ont montré que I'architecture
collagénique de la matrice extracellulaire n’était pas le seul responsable de l'apparence
stratifiée des cartes T2 au sein du cartilage. Tyler et[Tgbr et coll, 1995]mesurent, a partir
deregions d'intérét, les variations de T2 dans le cartilage de hanche chez le porc au cours du
vieillissement. Les valeurs du T2 sont stables avec une durée de 20 ms €titretlta®20™®
semaine, puis augmentent jusqu'a atteindre 40 ms &4 &&maine. Ces études attestent de
I'existence des variations zonales du T2 dans le cartilage articulaire.

344 Imagerie du sodium

L'IRM du noyau d’hydrogéne (H, nommée plus courammeiRM du proton, représente la
technique conventionnelle puisqu’elle s’applique particulierement bien a l'analyse des
molécules d’eau, constituant majeur de lI'ensemble des tissus biologiques. Une autre
approche, I'IRM du sodiujrest expérimentée et montre des résultats encourageants dans le
domaine articulaire. Elle utilise le méme type d'imageur que lI'imagerie protonique mais les
parametres intrinseques (tableau 2) sont différents, afin d’atteindre un rapport S/B satisfaisant.
L’'IRM du sodium (Na) nécessite également le recours a des antennes émettrices et réceptrices

spécifiques (ainsi que toute I'électronique de puissance, d’amplification et de numeérisation).

Cette technique présente un intérét dans le contexte de l'arthrose puisque I'imagerie du
sodium permet I'analyse du contenu en PGs au sein de la matrice extracellulaire du cartilage.
En effet, les ions Nainteragissent avec les agrégats de PGs chargés négativement. Ainsi, de
faibles pertes en PGs sont responsables de variations de signal observables grace a I'imagerie
du sodium, permettant de localiser de maniere précoce des atteintes du cartilage. Cette
technique est utilisée sur le cartilageddy et coll, 1998; Regattet coll, 1999; Borthakuret coll,

2000] mais aussi dans d’autres domaines (tissu musculaire, rein, foie, vésicule biliaire, tissu
mammaire, fluide cérébro-spinal, évaluation de traitements en chimiothérgpienot, 1988;
Constantinidet coll, 2000; Klineet coll, 2000).
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Tableau 2 : comparaison des caractéristiques intrinseques de I'lRM du proton et du sodium

IRM du Proton IRM du Sodium
Frequepce de résonance 63.87 MHz 16.89 MHz
(d15Tesla)
Rapport S/B satisfaisant faible
NEX (exemple) 1 800
Résolution satisfaisante tres dependg?ée du rapport
o . T1 et T2 relativement peu T1 et T2 sensibles aux
Application au cartilage . I T .
. . sensible aux variations de variations de concentration
articulaire .
concentration en PGs en PGs
3.45 Imagerie a contraste rehaussé : dAdGEMRIC

Comme nous l'avons vu précédemment, la composante matricielle du cartilage articulaire est
riche en chaines glycosaminoglycanniques (GAGs) chargées négativement du fait de la
présence de groupements carboxyle et sulfate. Ainsi, si des ions mobiles sont présents au sein
de la matrice, ceux-ci vont se distribuer en relation avec la densité de charges négatives fixes
du cartilage, c’est-a-dire corrélativement a la concentration en GAGs. Les principaux agents
de contraste utilisés en IRM sont, eux aussi, chargés négativement (Magnevist, gadolinium
Gd(DTPAY). Lorsque le gadolinium pénétre au niveau du tissu cartilagineux, celui-ci va
diffuser en plus forte proportion dans les régions ou le contenu en GAGs est moindre, et a
l'inverse, pénetrera moins les régions riches en GAGs.

Les séquences pondérées T1, sensibles a la concentration en gadolinium, vont ainsi fournir
des images révélant les concentrations locales de GAGs. Cette technique est répertoriée sous
I'appellation anglo-saxonngelayed Gadolinium Enhanced MRI of Cartila@&SEMRIC), le

terme ‘delayed’ se référant au délai nécessaire a I'imprégnation de I'agent de contraste au sein
de la matrice du cartilage. La technique dGEMRIC a été validée, tant par des études
fondamentales que par des études cliniques, comme étant le reflet de la concentration en
GAGs du cartilage articulaire, puisque les valeurs recueillies correspondent a celles obtenues
par les méthodes de références (biochimie, histolggjiejteinet coll, 1993; Bashirt coll, 1999;

Trattniget coll, 1999]

3.5 Validation des études méthodologiques dans
I'arthrose : précision et reproductibilité

Parce que les algorithmes de traitement utilisés pour la quantification des images peuvent
faire I'objet d'erreurs, la validation par confrontation avec des méthodes indépendantes
établies est nécessaire. Cela doit étre réalisé, non seulement en utilisant des fantbmes connus,
mais aussi avec des structures biologiques d’intérét car la plupart des artéfacts IRM
apparaissent uniguement lorsque le tissu d’intérét est placé dans le champ magnétique.
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351 Validation des mesures

La validité technique des mesures fondées sur I'lRM a été abordée dans des analyses
comparatives sur des articulations cadavériEmsteinet coll, 1996; Piplanet coll, 1996; Sitteket

coll., 1996; Ecksteiret coll, 1997; Ecksteiret coll, 1998a; Cohewet coll, 1999a; Ecksteiet coll, 2000b] Sur

des articulations amputééReterfyet coll, 1994b; Cicuttiniet coll, 1999b]et sur des articulations de
paients avant arthrotomie totale du genpeterfyet coll, 1994b; Cicuttiniet coll, 1999b; Burgkaret

coll, 2001} La derniére méthode fournit une opportunité unique pour valider les mesures
puisque les patients peuvent étre imaigégvo avant la chirurgie, et l'articulation pourra étre
conservée et analység vivo apres l'opération.

La plupart des études de validation ont rapporté une bonne concordance entre les valeurs
moyennes mesurées par les differentes méthodes, avec des erreurs aléatoires (sur- ou sous-
estimations absolues) d’environ 5 a 10[B6kstein, 2004] En ce qui concerne le cartilage
humain, 'IRM ne révéle aucune sur- ou sous-estimations par rapport aux méthodes de
référence et le degré d’exactitude des mesures IRM leur est similaire. Graichen et coll.
[Graichenet coll, 2004] ont récemment démontré que des résultats précis peuvent étre obtenus
sur des patients avec arthrose sévéere (avant arthroplastie totale du genou), en ce qui concerne
le pourcentage de surface articulaire couverte par le cartilage ainsi que I'épaisseur de la
couche restante du cartilage. Des études de validation ont aussi été réalisées dans des
articulations plus petites contenant du cartilage moins épais comme l'articulation métacarpo-
phalangienngreterfyet coll, 1995]et I'articulation du coudgsraichenet coll, 2000}

352 Reproductibilité des mesures quantitatives du cartilage dans
I'arthrose

Dans le cadre de l'arthrose, la reproductibilité des mesures du cartilage est d’'une importance
critigue pour les études cliniques car les changements du cartilage se produisent trés
lentement. Des techniques hautement reproductibles sont nécessaires pour déterminer ces
changements avec une confiance statistique suffisante et en particulier pour déterminer I'effet
de traitements médicamenteux. Il est important de noter que le niveau de précision d’'une
technique est un parametre majeur a considérer pour déterminer le nombre de patients a
inclure dans une étude et la durée de cette étude. Il est évident que ces facteurs ont un énorme
impact sur le colt des études cliniqirserfy, 2000] En outre, il serait discutable, d’un point

de vue éthique, d’exposer un grand nombre de patient a une longue étude avec un nouvel
agent thérapeutique, alors qu’une information équivalente serait obtenue dans un temps plus
court et avec moins de patients.

La reproductibilité des mesures quantitatives du cartilage par IRM dépend du processus
d’acquisition des images et du processus d'analyse des images. Contrairement a la
radiographie, des variations dans le positionnement de l'articulation sont moins critiques car
la technique est tridimensionnelle et les mesures quantitatives d’'intérét sont obtenues a partir
de reconstruction dans les trois directions de I'espace apres reformatage des données plutot
gue par projection. Cela représente un avantage considérable pour des études cliniques
multicentriques nécessitant des techniques d’acquisitions robustes, et en considérant que
I'analyse des images puisse étre réalisée dans des centres spécialisés.
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353 Analyse statistique de la précision des mesures

Les parametres les plus communément utilisés pour quantifier les erreurs de précision des
mesures sont I'écart type)(de mesures répétées et le coefficient de varig@d) exprimé

en pourcentage (CV%). L’intervalle de confiance des écarts types et des CV, décrits dans une
étude sur la précision des mesures par Glier et[Gokr et coll, 1995] dépendent du nombre

de sujets examinés et du nombre de mesures répétées réalisées. Dans cette méme étude, les
auteurs recommandent au moins 3 a 4 mesures répétées par individu sur au moins 14 sujets
représentatifs afin d’évaluer le niveau d’erreur entachant la précision des mesures.

354 Résultats spécifiques des erreurs de précision des mesures IRM du
volume et de I'épaisseur du cartilage

La plupart des études ont étudié la précision de protocoles d’acquisition IRM spécifiques
associés a des logiciels spécifiques de traitement et d'analyse d'images dans des conditions
d’acquisition a court terme (images obtenues dans le cadre d’'une session d’acquisition IRM,
mais en repositionnant l'articulation entre les acquisitions). Une étude récente a évalué la
précision a long terme pour I'analyse quantitative du cartilaggteinet coll, 2002b] Lorsque

I'on compare les résultats obtenus dans différents compartiments de I'articulation et pour
différentes orientations des coupes, la plus faible erreur (CV% ~ 1 %) a été observée pour la
rotule sur des coupes axial€sksteinet coll, 2000a] En revanche, des erreurs plus importantes
(entre 1,9 et 3,9 %) ont été rapportées pour I'analyse des condyles fémoraux sur des coupes
sagittales[Eckstein et coll, 2002b] Les erreurs sur la précision du calcul des épaisseurs
moyennes du cartilage ont été rapportées comme tres similaires a celles du volume du
cartilage[Stammbergeet coll, 1999a; Hyhlik-Durret coll, 2000; Burgkaret coll, 2001]ainsi qu’a celles

des surfaces articulairgBcksteinet coll, 2002a; Burgkarét coll, 2003]

355 La sensibilité des mesures guantitatives IRM au changement du
cartilage

L’estimation de I'amincissement du cartilage lors du vieillissement normal (en I'absence
d’arthrose) a été obtenue a partir de données représentatives recueillies sur des sujets sains
agés sans antécedents de symptémes, traumatismes ou chirurgie articulaires (50-78 ans) et
comparée avec une cohorte de sujets sains jeunes (20-30 ans) dans les mémes conditions
[Hudelmaieret coll, 2001} Ainsi, les auteurs ont déterminé une diminution annuelle estimée a
0,30,5 % de I'épaisseur du cartilage pour tous les compartiments du genou. Récemment, les
premiéres données sur le changement du volume du cartilage ont été obtenues par des études
longitudinales. Aucun changement significatif de volume du cartilage n’a été détecté sur des
sujets sains sur une période d’environ 2 ans, mais une perte significative du cartilage a été
détectée pour des patients ayant subis une meéniscectomie p#tteetiai et coll, 2002b]

Malgré des différences inter-groupes, le taux de perte du cartilage observé dans les groupes
arthrosiques est d’environ 5 % par[@fmuittini et coll, 2002a; Wiukeet coll, 2002}
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3.6 IRM de la membrane synoviale

L’apparition de lésions cartilagineuses, dans un tissu non innerveé, ne peut expliquer les
manifestations douloureuses habituellement observées au cours de l'arthrose. Ces dernieres
sont le plus souvent d'origine multifactorielle : atteintes osseuses, pathologies abarticulaires
(tendinites, bursites, kyste poplité et lésions dégénératives meéniscales). De méme,
linflammation de la membrane synoviale constitue un facteur majeur dans les phénoménes
douloureux. Bien que la synovite apparaisse généralement secondairement au cours de
I'arthrose, des anomalies de la membrane synoviale peuvent déja étre rencontrées dans les
stades précoces de la pathologie, leur fréquence et sévérité augmentant ensuite avec le temps
[Myers et coll, 1990; Smithet coll, 1997; Loeuilleet coll, 2005} On assiste alors a un épaississement
dela membrane synoviale ainsi qu’a des épanchements synoviaux de volume modéré a sévere
[Hill et coll, 2001} Classiquement, I'inflammation de la membrane synoviale est observée sur
des séquences pondérées T1 avec injection de produit de contraste, et peut étre présente a tous
les stades de la maladie. Le degré de la synovite peut étre gradé selon un score semi-
guantitatif, selon les modalités suivantes (Figure[ldd&)ille et coll, 2006]

- grade O : absence de rehaussement de la membrane synoviale,

- grade 1 : rehaussement linéaire inférieur a 2 mm,

- grade 2 : rehaussement compris entre 2 et 4 mm,

- grade 3 : rehaussement supérieur a 4 mm.

Figure 12. IRM axiales dans la région rotulienne, en pondération T1 avec ajout de produit de contraste et
suppression du signal de la graisse. Les 4 images correspondent aux 4 grades d'inflammation de la membrane

synoviale (en hypersignal).
Source : Loeuille D. et coll., Arthritis Rheum. (2005) 52, 3492-501.

L’équipe de Loeuille a montré que la sévérité de l'inflammation, étudiée sur cing régions
d’'intérét du genou, n’est pas corrélée aux indices cliniques ou a la d{ueuire et coll,

2005} Par contre, en adaptant une méthodologie développée par Jstergaardcaftagiard

et coll,, 1997} les auteurs ont établi que le volume de synovite froide (synovite présentant un
taux de rehaussement inférieur a 0,3 % par seconde), est bien corrélé avec 'EVA—-douleur et
gu’il tend a étre corrélé avec l'indice algofonctionnel de Lequ@Siey-Valckenaeret coll,

2005} Parmi les structures abarticulaires responsables de manifestations douloureuses,
I’existence d’'une bursite du muscle demi-membraneux, d’'un syndrome de la bandelette ilio-
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tibiale, et d'un kyste de l'articulation fémoro-tibiale sont plus fréquemment retr@uiuést

coll., 2003} La présence de lésions péripatellaires de type bursites, tendinites et kyste poplité ne
semble pas étre liée a la survenue de douleurs ou de géne fonctionnelle. Parmi les anomalies
osseuses freguemment décrites au cours de l'arthrose, seul 'oedéme osseux est corrélé a la
survenue de manifestations douloureugesson et coll, 2001} Cet cedéme osseux est
paticulierement bien mis en évidence sous forme d'un hypersignal sur des séquences
pondérées T2 avec suppression du signal de la graisse ou des séquences pondérées T1 avec
suppression du signal de la graisse et injection de gadolinium, et pourrait correspondre a des
micro-fractures de l'os trabéculaire ou « micro-cracks », et/ou a des phénomenes d’hyper-
remodelage osseux survenant sur un os hyper-sollicité.

X/ X/ X/
L XGIR X IR X4
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4  Etude de l'arthrose chez le petit animal

4.1  Problématique

A I'heure actuelle, les traitements de la maladie arthrosique restent insatisfaisants. Bien que
plusieurs composés pharmacologiques diminuent de maniere notable la douleur et
linflammation, aucun n’est capable de bloquer la progression de la pathologie de maniere
convenable. La recherche et le développement de thérapies efficaces contre l'arthrose
constituent un besoin indéniable, dont les retombées seraient un réel bénéfice médico-social.
Cependant, I'étiologie et la pathogénie de I'arthrose ne sont pas encore totalement cernées et
comprises.

Le recours aux modeles animaux est d'une importance considérable dans I'élucidation des
mécanismes fondamentaux dans la pathologie de l'arthrose. Par exemple, les modeéles
animaux ont une utilité potentielle dans I'étude des différents types d’inhibiteurs spécifiques
pour évaluer les changements dans la matrice du cartilage impliquée dans le processus de
'arthrose. Cette évaluation aidera finalement a identifier la clef des processus gu'initie et
perpétue la pathologie et qui devrait mener a la découverte de nouveaux agents
pharmaceutiques pour les patients arthrosiques. lls fournissent donc la preuve du concept dans
le développement d’agents pharmacologiques et biologiques pour l'articulation arthrosique.
lls permettent d’étudier une réponse thérapeutique et sont déterminants dans la préseélection
des traitements médicamenteux a développer chez 'homme.

4.2 Modeéles animaux d’arthrose

L’arthrose revét des formes cliniques assez hétérogenes associant, a des degrés divers, un
métabolisme cartilagineux anormal (cedeme, fibrillations et érosions associées a une
prolifération des chondrocytes en clones ou a leur mort et a une perte des protéoglycannes
matriciels), un remodelage osseux (condensation de I'os sous-chondral, géodes, ostéophytes)
et une synovite (hyperplasie des cellules bordantes, fibrose). Par conséquent, I'arthrose est de
plus en plus considérée comme une pathologie de I'ensemble des tissus articulaires, résultant
de processus biologiques et biochimiques complexes qui ne peuvent pas étre reproduits par
des systemes cellulaires simplifiés.

De nombreux modéles animaux ont été développés avec pour objectif la caractérisation des
phases précoces de larthrose, I'étude de sa progression et I'évaluation de nouvelles
thérapeutiquegOtternesset coll, 1995; Bendeleet coll, 1999; Bendele, 2002]Outre leur intérét
physiopathologique, ces modeéles permettent de sélectionner ou de valider I'activité
pharmacodynamique de molécules susceptibles de se comporter comme des ‘anti-
arthrosiques’ d’action lente chez 'Homn#uzeauet coll, 2000} La diversité des formes
cliniques de l'arthrose a peu de chance d’étre reproduite intégralement par un seul modéle
expérimental, bien que chacun mime une partie des modifications fonctionnelles et/ ou
structurales de la maladie.

Les modéles dans lesquels 'arthrose est induite par des contraintes biomécaniques anormales,

consécutives a une instabilité articulaire (section ligamentg§reop et coll, 2001}
paellectomie (exérése rotulienne), meéniscectofriab et coll, 2000} myectomie) ou a une
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répartition anormale des charges (ostéotomie, immobilisation). De méme, les arthroses
induites, reproduisant toute ou partie de l'arthrose secondaire humaine, peuvent étre
provoguées par des modifications structurales de [larticulation, consécutives a une
dégradation de la matrice extracellulaire par des moyens physiques (abrasion locale,
contusion externe), thermiques ou enzymatiques (injections intra-articulaires de papaine
[Bentley, 1971; Bentley, 1975; Huarg coll, 1997} de collagénase bactérienman Oschet coll, 1996;

Kikuchi et coll, 1998) ou a une perturbation plus ou moins réversible du métabolisme
chondrocytaire (injection intra-articulaire de vitamine apadula et coll, 1995} de
monoiodoacétatgGuingamp et coll, 1997; Loeuille et coll, 1997). Les modeéles d’arthrose
spontanée sont également étudiés en particulier chez le chien, le cochorjxdibadiaet coll,

2000}, la sourigStoopet coll, 1999] et le singgChateauveret coll, 1990}

Un grand nombre de modeéles expérimentaux de lésions chondrales et/ ou ostéochondrales a
ete développé chez I'animal : le lapin et le ch@aplanet coll, 1997; Brittet coll, 1998; Kawamura

et coll, 1998] pour I'étude de Iésions en zone articulaire portante. D’autres modeéles sont
eégalement utilisés : le chevgendricksoret coll, 1994] la chévrgButnariu-Ephratet coll, 1996 le

porc [Hunziker, 2001]et le poulefRobinsonet coll, 1990} Le rat est un modéle utiligoskalewski

et coll, 1993; Noguchiet coll, 1994; Galois et coll.2004] mais qui possede l'inconvénient, selon
Rahfoth et coll.[Rahfoth et coll, 1998] de ne pas étre bien adapté a I'étude des Iésions
ogéochondrales en zone portante. De plus, le diametre des lésions est limité par la taille du
genou. Enfin, a I'heure actuelle, des modeéles transgéniques ont été développés chez la souris
afin de fournir de nouveaux outils de recherche dans le domaine ostéoartjgulaige2005]

Virtuellement, tous les modeles d'arthrose spontanée ou induite montrent finalement des
changements morphologiques qui ressemblent aux occurrences trouvées chez 'Homme, aux
différents stades de I'avancée de la maladie. Les différences entre les modéles sont en général
liées a la rapidité de la progression. De ce fait, les modeles d’arthrose spontanée chez le
cobaye, la souris, le hamster et le primate non-humain offrent la meilleure opportunité
d’étudier I'arthrose a progression lente qui caractérise cette pathologie chez 'Homme. Par
contre, les modeéles d’arthrose induite expérimentalement, et particulierement chez les
rongeurs et le lapin, présentent habituellement des dégénérescences rapides et séveres du
cartilage. Généralement, plus l'instabilité pratiquée est importante, plus la lésion induite sera
dommageable. Les effets des modeles expérimentaux d’arthrose induite se rapprochent
davantage, de par leur nature, des lésions arthrosiques rencontrées chez les patients ayant subi
une usure brutale et traumatique de leurs articulations (sportifs, accidents, fortes sollicitations
articulaires...). Néanmoins, il est important de tenir compte de la maniére dont les forces
mécaniques se répartissent sur les articulations, ceci dépendant de I'espéce choisie pour le
modele, afin d’extrapoler les résultats a 'espéce humaameeleet coll, 1987} Enfin, il est a
considéré que le choix de I'animal dépend de la disponibilité des especes, de la taille des
articulations et de I'animal lui-méme et des problemes liés a la stabulation.
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4.3 Les méthodes d’analyse appliquées chez le petit
animal

43.1 Technigues in vitro

4.3.1.a  Synthese de protéoglycannes et inhibiteurs d’enzymes

Les protéoglycannes (PGs) sont, aprés les fibres de collagene, la principale composante du
cartilage articulaire. Les PGs sont constitués d’'une protéine centrale de laquelle partent des
chaines de glycosaminoglycannes qui donnent au cartilage ses propriétés hydrophiles ainsi
gu’une pression hydrostatique nécessaire a la résistance aux forces de compression. Utilisant
le processus de synthése de PGs a partir des chondrocytes décrit par De Ceunin¢keet coll.
Ceunincket coll, 2004} Lesur et coll[Lesuret coll, 2004]ont réalisé un systéne vitro d’analyse

simple et rapide de la dégradation de la matrice extracellulaire du cartilage. Ce systeme est
fondé sur la culture d’explants de cartilage chez le lapin et a permis d'étudier I'effet des
inhibiteurs d’enzymes (protéases) responsables de la dégradation des PGs et du collagéne.

Sabatini et coll[Sabatiniet coll, 2005] ont montré dans une étude récente, I'effet d’'un nouvel
inhibiteur (S-34219) d’'une protéinase, in vitro sur la dégradation de cartilage et in vivo chez le
modele de cobaye meéniscectomisé. Cette équipe a montré que l'inhibiteur prévient la
dégradation du cartilage, probablement par la limitation de la destruction des fibres de
collagéne qui conduit normalement a une érosion des zones articulaires. Ces études renforcent
l'intérét pour la prise en charge de I'arthrose des modeles animaux pour le test de produits
pharmacologiques et montrent le réle potentiel des inhibiteurs d’enzymes responsables de la
dégradation de la matrice cartilagineuse.

4.3.1.b L’histologie, I'histomorphométrie

L’histologie chez le petit animal est d’'une importance considérable. Elle est bien adaptée a
'analyse des lésions caractéristiques de la pathologie du cartilage et de I'os. L’histologie est
considérée comme la technique de référence a laquelle toute autre méthode biologique ou
d’'imagerie doit étre comparée. L’équipe de Pastoupeagioureaiet coll, 2004] a réalisé une

étude histomorphométrique du cartilage et de I'os du plateau tibial par des procédures
appliguées et validées sur deux modeles animaux d'arthrose: le rat et le cobaye
meéniscectomisés. Les méthodes proposées débutent par le prélevement de I'os suivi par toutes
les étapes de la préparation de I'échantillon (sans décalcification préalable), coloration et
fixation. En fonction des composantes a visualiser (cartilage ou 0s), deux colorations sont
utilisées : safranine-O et trichrome de Goldner. Les différents parametres
histomorphométriques sont ensuite quantifiés en utilisant des logiciels dédiés. Dans une autre
étude [Pastoureatet coll, 2003} Pastoureau et coll. ont mesuré, au niveau du plateau tibial
meédial, le cartilage (épaisseur, index de fibrillation, contenu en protéoglycannes et densité de
chondrocytes) et I'os (épaisseur de I'os sous-chondral, élément étiologique important dans la
pathologie de I'arthrose). Cette équipe a montré des différences significatives pour tous ces
parametres mesurés chez le cobaye, 1 et 3 mois apres une méniscectomie partielle par rapport
aux cobayes controles.

L’histologie a permis de révéler, pour les modéles animaux d’arthrosgkdratanet coll,
2001; Wanckett coll, 2005} cobaye[Meacocket coll, 1990; Pastoureaet coll, 2003; Sabatinet coll,
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2005}, lapin [Messneret coll, 2000; Rijket coll, 2004] mouton[Melroseet coll, 2004), 'impact de la
pahologie dans le temps avec une fibrillation précoce du cartilage du plateau tibial médial
apparue un mois aprés la chirurgie. Cette méthode a aussi permis de mettre en évidence, lors
de la progression arthrosique, une relation entre les parametres caractéristiques de I'os sous-
chondral et du cartilage.

L’histologie est une technique par nature invasive dont la procédure, incluant la préparation
des échantillons et leur analyse, s’échelonne sur plusieurs semaines. La nécessité de sacrifier
'animal a chaque point de mesure implique la constitution de groupes importants d’animaux,
induisant ainsi une organisation complexe et un colt élevé des études. De plus, 'histologie
n'autorise pas une analyse tridimensionnelle.

Pour ces raisons, le développement de méthodes d’'imagerie non invasives permettant de

réaliser des analys@s vivo présente un vif intérét. La validation est réalisée par comparaison
a I'histologie, car elle constitue la méthode a laquelle il est nécessaire de se référer.

4.3.2 Modalités d’'imagerie in vivo

La visualisation et I'analyse quantitative des endommagements articulaires sont d’'une grande
importance dans le diagnostic clinique de l'arthrose, le suivi des thérapeutiques et la
recherche pharmaceutique en général. Cependant, la capacité d’évaluation des stades initiaux
de la maladie arthrosique, par les différentes modalités d'imagerie, demeure un domaine de
recherche en pleine expansion. De nombreuses études se penchent actuellement sur le
potentiel des modalités spécifiques a I'imagerie du petit animal.

4.3.2.a Le micro-scanner X

Le micro-scanner X est fondé sur le méme principe que le scanner X utilisé pour 'examen
clinique. Il permet d’'atteindre des résolutions spatiales bien inférieures & 100 um, mais la
taille des échantillons ou des régions a explorer est limitée a quelques centimetres. La
technique d’acquisition est toutefois différente de celle du scanner X classique. En radiologie
clinique, I'acquisition des données se fait grace a des barrettes de détecteurs disposées en arc
de cercle ou en éventafaf beam) afin de réduire les temps d’acquisition et d’améliorer la
gualité¢ des images. Le tube, producteur de rayons X, tourne seul dans une couronne
comprenant de nombreux détecteurs fixes (de I'ordre de 800 a 1000).

Chez le petit animal, I'acquisition est réalisée a I'aide de multi-détecteurs de type matriciel
(cone bearn afin d’obtenir des images 3D. Cette technique requiert un micro-scanner a
rotation continue et rapide de la source des rayons X, ainsi qu’'un puissant systéeme
multiprocesseur qui assure simultanément les taches d’acquisition, de reconstruction et de
visualisation. A la suite d'opérations d’interpolation, le systéeme reconstruit une série de
coupes axiales présentant entre-elles un certain degré de chevauchement. Une limitation de
cette modalité d’'imagerie, mis a part son caractere irradiant, est le volume important de
données acquises (plusieurs giga octets) et le temps de reconstruction extrémement important

(plusieurs dizaines d’heures) avec une station de travail biprocesseur.
Le potentiel de cette technique est I'excellente discrimination entre l'os et les tissus mous,

tandis que le cartilage peut étre évalué indirectement, en mesurant la distance qui sépare I'os
sous-chondral de l'articulation. La principale application du micro-scanner X dans l'arthrose
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est l'investigation de I'os sous-chondnal vitro aussi bien qun vivo. Waschmuth et Engelke
[Wachsmuthet coll, 2004] décrivent I'applicationn vitro etin vivo du micro-scanner X dans
l'investigation des articulations chez des souris développant une arthrose spontanée dont les
caractéristiques sont similaires a celles développées chez I'H{®anskeet coll, 1988] Cette

équipe a réalisé, dans des conditigBsnskeet coll, 1988 des acquisitions de I'articulation

avec une taille de voxels de 11 um. Dans le cas d’acquisitioviso, le temps d’acquisition

et I'exposition aux radiations sont des parametres limitant les expérimentations. De plus, il est
nécessaire de prévenir les mouvements des échantillons qui deviennent d’autant plus critiques
gue la résolution est élevée. Une résolution de 22 um dans le plan a été considérée comme
appropriée pour des protocoles in vivo et compatible avec un temps d’acquisition raisonnable.

Grace au micro-scanner X, il est possible de suivre le développement d’altérations osseuses
comme la formation d’ostéophytes, le remodelage trabéculaire, I'épaississement de I'os sous-
chondral et la sclérose sous-chondiBlgelkeet coll, 2001} D’autres études utilisent le rat

VIVO [Kapadiaet coll, 1998] etin vitro [Roemeret coll, 2005]0uU le cobayéFini et coll, 2005]comme

modele animal dans I'évaluation de I'arthrose et de I'ostéoporose, a partir de I'analyse de
I'évolution de I'architecture osseuse trabéculaire et sous-chondrale. Malgré ses potentialités,
le micro-scanner X reste un outil difficile a utiliser en imagenievivo et procure des
informations indirectes sur le cartilage articulaire. Néanmoins, cette modalité apporte des
données pertinentes sur les tissus calcifiés de I'articulation, montrant des altérations de I'os
sous-chondral lors des phases précoces de la maladie, et ceci bien avant que la distance inter-
articulaire de I'articulation et/ou des changements macroscopiques 0sseux puissent étre
observégBenskeet coll, 1988; Laytoret coll, 1988; Dedricket coll, 1993; Jiangt coll, 2000}

4.3.2.b La scintigraphie

L’imagerie ostéoarticulaire bénéficie des progres techniques constants. Ainsi, la scintigraphie
est capable de suivre des produits pharmaceutiques marqués qui se fixent de maniére
spécifiqgue au niveau de l'articulation. Divers traceurs, majoritairement a base de technétium
(Tc™™), sont utilisés chez le petit animal pour détecter des changements cartilagineux et
osseux lors de processus inflammatoires ou de stades arthrosiques avancés. L'équipe d’Ollier
[Ollier et coll, 2001]a montré I'apport du 99mTc-N-(3-(triethylammonoi)propyl)-15ane-N5 dans

la détectionin vivo de lésions du cartilage chez le lapin, par rapport au 99mTc-méthyléne
diphosphonate. En effet, I'intensité de la fixation du 99mTc-NTP est dépendante de I'age et
de la sévérité des lésions. Dans ce cas, les altérations du cartilage qui ne sont pas détectées par
radiographie montrent, en scintigraphie, une fixation faible de ce traceur dans le cartilage.
Cette molécule est détectée cing minutes apres injection et reste stable pendant deux heures. A
linverse, le 99mTc-MDP ne révele pas les Iésions arthrosiques précoces.

Cet exemple évoque la contribution en cours de développement de la scintigraphie qui, a
I'heure actuelle, demeure une méthode limitée d’investigation de la dégradation précoce du
cartilage et de la progression de I'arthrose.

4.3.2.c La micro tomographie par émission de positons

La tomographie par émission de positons (TEP) est une méthode d’imagerie meédicale
nucléaire permettant la mesure en trois dimensions de l'activité métabolique d’'un organe,
grace aux émissions produites par les positons issus de la désintégration d'un produit
radioactif injecté au préalable. La TEP repose sur le principe général de la scintigraphie qui
consiste en l'injection d’'un traceur, dont le comportement et la voie métabolique biologique
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sont connus, pour obtenir des images du fonctionnement d’'un organe. Cette molécule traceuse
est communément marquée par un atome radioactif de type carbone, fluor, azote ou oxygene
qui émet des positons dont I'annihilation avec la matiere produit elle-méme deux photons
gammas simultanés et antiparalleles. La détection en cohérence de la trajectoire de ces deux
photonsy par I'anneau de détecteurs permet de localiserele die leur émission, et, par
intégration du nombre de désintégrations, la concentration du traceur en chaque voxel de
'organe. Cette information quantitative est généralement représentée sous la forme d'images
ou la concentration est codée selon une échelle de couleurs. Ainsi, la TEP permet de visualiser
les activités du métabolisme cellulaire d’'un organe cible. La modalité TEP constitue donc une
imagerie fonctionnellepar opposition aux techniques d’'imagerie diteicturellesreflétant
I'anatomie des organes (radiographie conventionnelle, scanner X).

Cette modalité d'imagerie a récemment été adaptée a I'analyse chez le petit animal et

est, de ce fait, connue sous le vocablenitmo-TEP Classiquement utilisée dans le contexte

de limagerie cérébrale (révélation des zones activées lors de certaines sollicitations
cognitives)[Aznavouret coll, 2008; Paukt coll, 2008] et de la cancérologie (révélation de l'activité
cellulaire exacerbée des sites tumorgasyaletaet coll, 2007; Zhanget coll, 2008} la micro-TEP
apporte ses spécificites d’imagerie fonctionnelle dans la caractérisation de certains
phénomenes ostéoarticulaires. En effet, le micro-TEP, reflet de l'activité cellulaire, a été
récemment mise a profit dans I'évaluatiarvivo d’'un modéle d’arthrite induite au collagene
chez la sourigyaghoubiet coll, 2007} Au sein de notre laboratoire, et en collaboration avec le
service de Médecine Nucléaire du CHU de Nancy, nous avons effectué un travail préliminaire
similaire in vivo chez le rat (figure 13), lors d’'un modéle de mono-arthrite induite par
injection de parois de mycobactéries.

Figure 13. Micro imagerie par émission de positons in vivo chez le rat (mono-arthrite induite au niveau du genou
droit par injection de parois de mycobactéries). La molécule traceuse choisie est le 18F-FDG
(fluorodéoxyglucose marqué au fluor 18, émetteur de positons), analogue structural du glucose, principal
substrat énergétique du métabolisme cellulaire. A. Vue antérieure de I'abdomen et des membres inférieurs du
rat. Nous observons un marquage prononcé du genou droit (& gauche sur l'image) reflétant l'activité
inflammatoire de la membrane synoviale. B. Suivi de I'activité au sein d’'une région d'intérét définie au niveau du
genou arthritique.

Source : travail préliminaire ‘micro-TEP chez le rat arthritique’, données internes non publiées.
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4.3.2.d L’échographie ultrasonore

Les ondes ultrasonores sont des ondes élastiques qui se propagent dans facilement au travers
des tissus mous. Elles sont utilisées pour mesurer les propriétés mécaniques ou élastiques du
milieu de propagation, qui, dans le cas du cartilage articulaire, sont associées a difféerentes
caractéristiques comme la composition de la matrice extracellulaire (contenu en collagene et
protéoglycannes) et la microarchitecture (orientation des fibres de collagene et épaisseur).
Pour détecter des Iésions précoces du cartilage et suivre leur évolution, une résolution spatiale
élevée est nécessaire. Pour lI'imagerie ultrasonore, ce niveau de résolution est obtenu en
utilisant des ondes ultrasonores hautes fréquences. Cependant, comme [l'atténuation des
ultrasons au sein du cartilage articulaire dépend de leur fréquence, la fréquence maximale de
travail est donnée par la profondeur de pénétration de l'onde dans le tissu. Plusieurs
investigateurs ont rapporté que des fréquences comprises entre 20 et 80 MHz sont bien
appropriées pour I'étude du cartilage chez 'Homme ou I'anjredly-Fry et coll, 1988; Kimet

coll., 1995; Myerset coll, 1995; Saiecet coll, 1997] Dans cet intervalle fréquentiel, la structure du
cartilage est sondée avec une résolution spatiale pouvant atteindre 30 um dans l'axe de
propagation de I'onde ultrasonore, et environ 80 um dans le plan transverse.

Quelques études ont démontré le potentiel des ultrasons a haute fréquence pour I'évaluation
guantitative de changements d’épaisseur du cartilage, la mise en évidence d’altérations de
surface et matriciels, ainsi que de I'os sous-chondral. La technique a été appliguée dans
I'étude des variations durant la maturation du cartif@g@det coll, 1997; Cheriret coll, 1998;

Cherinet coll, 2001; Pellaumaiet coll, 2002} la maladie arthrosiqu@&elly-Fry et coll, 1988; Myerset

coll., 1995; Saieckt coll, 1997; Cheriret coll, 1998 de méme que pour l'arthrite et ses traitements
[Jaffre et coll, 2003} Cependant, quelques modifications (fréquence des ultrasons, transducteur,
spécifications électroniques) peuvent étre introduites pour développer une méthodologie
appropriée a I'étude du cartilage chez 'Homme et le gros animal (canin, porcin, bovin)
[Agemuraet coll, 1990; Kimet coll, 1995; Toyrast coll, 1999] De plus, d’autres parametres tels que

la vitesse de I'onde, le coefficient d’atténuation, la dispersion et les coefficients de réflexion
peuvent étre pris en compte dans I'évaluation quantitative de la composition du tissu et de sa
micro-architecture. Le coefficient d’atténuation et la vitesse du son dans le cartilage
articulaire sont sensibles a la modification de la matrice du collggelr@mailet coll, 2002}

La dégradation enzymatique des protéoglycannes matriciels, chez I'Homme et I'espece
bovine, accroit significativement le coefficient d’atténuation et diminue la vitesse du son dans
I'intervalle 20-40 MHZToyraset coll, 1999; Joineet coll, 2001; Niemineret coll, 2002a]

Cette méthodologie appropriée a des expérimentationsitro ou ex vivo a été plus
spécifiguement appliquée par Saied et Laug8afled et coll, 2004] dans le cadre de
I'investigation du cartilage patellaire chez le rat. Cette équipe a quantifié I'épaisseur
cartilagineuse, localement, utilisant le mode échographique A (‘A’ pour amplitude, ce mode
étant basé sur la mesure de I'amplitude de I'écho, proportionnelle au temps de réponse) en
calculant la différence de temps de réponse entre les échos correspondants d’'une part a la
réflexion des ondes sur les surfaces cartilagineuses, et les échos réfléchis par I'os sous-
chondral d’autre part. Ce mode d’acquisition fournit des mesures précises de I'épaisseur du
cartilage le long de l'axe de propagation des ondes ultrasonores. Le mode B (‘B’ pour
brightnes$, mode échographique classique, présente I'amplitude détectée (signal vidéo) des
signaux sonores par une codification en niveaux de gris. Une reproductibilité de 1,3 % des
mesures de I'épaisseur cartilagineuse a été rapgarié et coll, 1998] en utilisant ce mode

B. Il a aussi été démontré que I'épaisseur du cartilage dépendaient de I'age de I'animal ou de
I'état de dégradation du cartilaggnerinet coll, 1998; Toyrast coll, 1999; Cheriret coll, 2001} De
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nouvelles techniques d’investigation , en cours de développement, du cartilage chez le petit
animal utilisent les ultrasons en association avec d’autres modalités comme I'arthroscopie
conventionnellgLaasaneret coll, 2002]0u la microscopie ultrasonoj&prietet coll, 2005}

4.3.2.e L’arthroscopie

Des études arthroscopiques du cartilage articulaire arthrosique ont été réalisées chez le rat
[Chenget coll, 2004} le chien[vVan Rysseret coll, 1997; Warnoclet coll, 2004} le chevalScottet coll,

2004; Smithet coll, 2005] et la chévrgBjornland et coll, 1994] La précision de I'évaluation des
défects cartilagineux par cette méthodologBeommer et coll, 2004] ainsi que le suivi de
traitements de l'arthrose ont été rappof(sasith et coll, 1999} Des travaux antérieurs avaient

tenté de mettre en évidence la capacité de I'arthroscopie a discriminer le cartilage articulaire
normal du cartilage arthrosique. Oakley et dalhkleyet coll, 2005]ont mis en évidence le role

de l'arthroscopie dans la détection précoce des chondropathies. lls ont montré, sur un modele
arthrosique ovin, une semaine aprés meéniscectomie, la sensibilité, la spécificité et la précision
des évaluations arthroscopiques dans le diagnostic de la pathologie. Néanmoins, cette
modalité d’'imagerie n'est pas capable de fournir des données quantitatives d’épaisseur ou de
volumes cartilagineux et reste une technique invasive peu adaptée aux petits animaux.

433 L'IRM a haute résolution spatiale chez le petit animal

L’'IRM, grace a ses propriétés contrastantes vis-a-vis des tissus mous, sa résolution spatiale,
ses capacités multiplanaires de visualisation directe du cartilage, apparait comme la méthode
idéale pour I'étude des pathologies articulaires. Cependant, en raison de la faible taille des
articulations et de la faible sensibilité de I'IRM, l'utilisation de cette technique pour la
guantificationin vivo du cartilage représente toujours un ¢éfik et coll, 1997; Linket coll,

1998}

L'IRM a cependant été appliguée a une variété de modéles animaux comme la souris
[Munasingheet coll, 1995] le rat[Loeuille et coll, 1997; Watriret coll, 2001} le cobaygwatsonet coll,

1997), le lapin[Calvo et coll, 2001} le singgGahuniaet coll, 1995} la chévrdLaurentet coll, 2001] et

le chien[Nolte-Ernstinget coll, 1996] Toutes ces études ont montré des amincissements focaux et
des dégradations matricielles du cartilage, avec une sclérose sous-chondrale généralisée ainsi
gu’une formation d’ostéophytes et de kystes au niveau de I'os sous-chondral. Calvo et coll.
[Calvo et coll, 2001]ont observé, chez le lapin ayant subi une méniscectomie partielle au niveau
du condyle médial, la prolifération de tissu fibreux a I'endroit ou le ménisque a été éliminé.
L’équipe d’O’Byrne[O'Byrne et coll, 1993] @ mené une étude chez le lapin en pratiquant un
sectionnement des ligaments fibulaires collatéral et sésamoide en complément d'une
méniscectomie latérale partielle ; leurs résultats montrent une réduction de I'épaisseur
fémoro-tibiale du cartilage. Dans une étude longitudinale chez le chien avec transsection du
ligament croisé antérieur, Braunstein et ctaunsteinet coll, 1990] ont conclu que sur une
pé&iode de trois années, les chondrocytes peuvent produire une surface articulaire capable de
supporter une charge comparable aux forces de compression observées in vivo.

La progression de [larthrose chez le cobaye, précédemment caractérisée par
histomorphométrigBendeleet coll, 1989; Jimenezt coll, 1997} a également été décrite dans la
littérature a partir d’acquisitions IRMvatsonet coll, 1993} L'équipe de Watsofwatsonet coll,

1996a] a rapporté divers changements d’épaisseur du cartilage fémoro-tibial associés a
I'arthrose en utilisant I'IRM bidimensionnelle (les auteurs considéraient en effet les
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acquisitions 3D difficiles a réaliser dans I'articulation du petit animal, en raison des impératifs
de qualité / contraste et rapport signal sur bruit des images, associés a la nécessité d’'une haute
résolution spatial@watsonet coll, 1997). De leur cbté, Tessier et cdftessieret coll, 2003] ont

réalisé une étude longitudinaie vivo utilisant 'IlRM 3D, démontrant le succes de cette
technique pour la caractérisation de la progression spontanée de I'arthrose. Cette équipe a
guantifie, pour la premiere fois, le volume du cartilage tibial chez le cobaye. Ainsi, des signes
précoces de la pathologie arthrosiqgue (cedeme du cartilage au niveau du plateau tibial,
dégénération du meénisque) ont été révelés a 3 mois. A 6 mois, de petits kystes osseux
apparaissent et continuent de se développer jusqu’a 9 mois. A ce stade, des fragmentations et
des cavités dans le cartilage tibial médial ont été visualisées par IRM. A 12 mois, une
fragmentation sévere du cartilage tibial conduit a un amincissement localisé du cartilage.

Entre 3 et 12 mois, le signal RMN en provenance du meénisque postérieur s’'atténue
progressivement. L’histologie a confirmé qu’il s’agissait de l'ossification du ménisque
comme déja rapporté dans la littératKapadiaet coll, 2000} La qualité des images IRM fut
suffisante pour permettre une segmentation manuelle afin de quantifier le volume du cartilage
tibial médial. Ainsi, il a été mis en évidence une diminution de 5 % du volume du cartilage
tibial médial entre 9 et 10 mois, suivie d’'une perte plus prononcée a 12 mois (36 %).

Une étude IRM a 4,7 TSpandonist coll, 2004} basée sur des relevés quantitatifs en densité de
protons et temps de relaxation T1 et T2, a été réalisée au niveau du condyle médial droit chez
le rat méniscectomisé. Dans la région d’intérét, les auteurs ont observé une augmentation
significative des valeurs de T2 accompagnée d'un léger accroissement de la densité de
protons par rapport aux animaux témoins. En revanche, pour les valeurs de T1, aucune
différence significative n’a pu étre démontrée entre les deux groupes. En effet, les séquences
IRM se focalisant sur I'étude du temps de relaxation T1 usent généralement d’'un produit de
contraste tel que le gadoliniufiliis et coll, 2002; Niemineret coll, 2002b]afin de déterminer la

teneur protéoglycannes de la matrice cartilagineuse.

Relativement récemment, I'équipe de FaEe@reet coll, 2003]a mis a profit ''lRM, avec une
acquisition 3D sous un champ de 7 T, pour suivre I'évolution d’un modéle d’arthrite au
niveau du genou chez le rat. La résolution élevée des images (105 x 105 x 145 um) a permis
aux auteurs de révéler les stades précoces de la maladie. En effet, un gonflement de la
membrane synoviale, une érosion osseuse accompagnée d'une perte de cartilage ‘apparente’
ont été mentionnés. De plus, les perturbations observées par IRM ont précédé I'apparition de
signes déegeénératifs relevés en histologie, suggérant la difficulté de confronter deux méthodes
d’'imagerie, I'une étant réalisée vivo, l'autre s’attachant a I'étuds vivo de coupes fines
déshydratées.

Quoigu’il en soit, toutes ces études mettent en évidence le potentiel de I'lRM dans I'étude de
pathologies ostéoarticulaires chez le petit animal, ouvrant ainsi la voie a une méthode

d’investigation non invasive pour la détection des Iésions, le suivi de la progression de la
pathologie et I'analyse de I'efficacité de nouvelles modalités thérapeutiques.

X/ K/ 7/
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1 But

Nous avons mis en place cette premiere étude afin de déterminer la faisabilité et la
reproductibilité de l'analyse par IRM a haute résolution spatiale du volume du cartilage
fémoro-tibialin vivo chez le petit animal. Un travail de méthodologie concernant la mise au
point des séquences d’'acquisition ainsi que la réalisation d’'une antenne radiofréquence
spécifique avait été réalisé prealablement par nos partenaires de I'équipe de 'UMR 5220
CNRS de LyornBeuf, 2004; Renglet coll, 2007} afin d’adapter les modalités au rat.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Animaux

Le protocole de notre étude a été soumis et validé par le comité d’éthique d’expérimentation
animale de la région Rhone-Alpes. Nous avons volontairement limité notre étude de
faisabilité en n’utilisant que 5 rats (200 g) males sains de race Wistar (laboratoires Charles
River, France). Ceux-ci sont placés en stabulation au sein de l'animalerie dédiee de la
plateformeAnimage(Bron, France)Sappey-Marinieet coll, 2004} dans le respect des conditions
préconisées par les textes reglementaires relatifs a I'expérimentation animale :
- cages de stabulation homologuées en plastique transparent avec litiere de
copeaux de bois,
- hygrométrie controlée et température de I'animalerie maintenue a 21°C,
- cycle nycthéméral de 12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité.
- Les animaux sont alimentés avec une nourriture standardisée et ont acces a
I'eau ab libitum
Avant d’effectuer les procédures d’'imagerie, les rats sont anesthésiés en utilisant un systeme
d’'inhalation approprié (équipements vétérinaires Minerve, Esternay, France). Pour la
procédure d’anesthésie, nous employons un mélange gazeux: 30 % d’oxygene avec une
concentration de 4 % d’isoflurane (laboratoire Belamont, Boulogne-Billancourt, France). Les
rats sont placés en boite d’induction, le flux du mélange anesthésique étant réglé a 1 litre par
minute.

Aprés endormissement complet de I'animal, une antenne radiofréquence spécifiguement
développée pour notre étude est mise en place autour du genou a explorer (figure 14.A)
[Rengleet coll, 2007} La patte est disposée en extension a I'aide de ruban adhésif médical afin
de limiter au maximum les mouvements risquant de produire des artéfacts sur les images
(figure 14.B). Les rats sont maintenus anesthésiés a l'isoflurane (2,7 % a 1 litre/min) durant
toutes les procédures de préparation et dimagerie. L'anesthésie gazeuse, contrblée en
température, est administrée a I'aide d'un masque facial. Le rat est allongé en décubitus dorsal
sur un lit chauffant, celui-ci étant placé précautionneusement au centre de l'aimant. Les
parameétres physiologiques de I'animal (température et rythme respiratoire) sont suivis durant
toute la durée des acquisitions IRM.
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Figure 14. A. antenne radiofréquence possédant 2 éléments réceptifs en réseau permettant un accroissement du rapport
S/B, développée par 'TUMR CNRS 5220 de Lyon pour I'analyse in vivo a 7 Teslas chez le petit animal. B. Mise en place

de 'antenne autour de I'articulation a étudier, en I'occurrence le genou de rat.
Source : Rengle A. et coll., Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc. (2007) 1, 3886-9.

2.2 Protocole IRM

Les 5 rats (5 genoux sains) ont été scammégvo durant 45 minutes a l'aide d’'un imageur
Biospec 7 Teslas (Bruker, Ettlingen, Allemagne) équipé de gradients de 400 mT/m. A la suite
d’essais préliminairei@euf, 2004] des parameétres optimums d’acquisition furent définis :

Sequence : 3D Gradient Echo Fast Imaging (GEFI), pondération T1,
suppression du signal de la graisse
Temps de Répétition (TR) :50 ms
Temps d’Echo (TE) : 3,6 ms
Angle de bascule :25 °
Champ de vue : 26 x 26 mm
Matrice d’acquisition : 512 x 512 pixels

Résolution dans le plan 51 x 51 pm

Epaisseur de coupe 94 um
Nombre de coupes :128 coupes jointives
Durée d’acquisition : 45 minutes

Une séquence de repérageapid Acquisition with Relaxation Enhanced (RARE)) est
préalablement réalisée afin de contrdler la position adéquate du genou au sein de I'antenne
radiofréquence et pour caler les coupes 3D GEFI haute résolution orthogonalement au plan de
flexion antéropostérieur du gengGlaseret coll, 2003} Nous avons choisi une reconstruction

des données dans le plan sagittal car cette orientation autorise une meilleure visualisation de
'ensemble des compartiments cartilagineux tout en diminuant les effets de volumes partiels
[Bydderet coll, 2007} L’intégralité du genou est couverte par I'acquisition volumique choisie.

Immeédiatement aprés I'acquisition, les animaux, toujours sous l'effet de I'anesthésique, sont
sacrifiés par injection intracardiaque de Dolethal®. Les genoux sont disséqués puis fixés dans
une solution de formol pendant 48 heures. Ceux-ci sont ensuite décalcifies pendant 4 a 6
heures par I'emploi de décalcifiant osseux rapide (Apex, Canada). Les préléevements sont
alors déshydratés par une succession de bains d’éthanol de concentration croissante. Apres
inclusion des échantillons en bloc de paraffine, nous réalisons des coupes histologiques
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sagittales de 5 um d’épaisseur, orthogonales a l'axe de flexion antéropostérieur du genou.

Enfin, les coupes sont appliquées sur lames de verre et colorées a I'Hématoxyline —
Erythrosine — Safran (HES).

Cette coloration permet d’étudier la morphologie des cellules du cartilage articulaire : les
lames sont colorées dans un bain d’hématoxyline 0,5 % pendant 5 minutes, et rincées dans de
'eau. Les lames passent alors dans l'alcool ammoniacal pendant 1 minute. L’alcool
ammoniacal permet de différencier le noyau du reste de la cellule. Les coupes histologiques
sont ensuite colorées dans de I'érythrosine aqueuse a 1 % pendant 5 minutes, afin de mettre en
evidence les éléments acidophiles tel que le cytoplasme. Elles sont rincées, déshydratées dans
de l'alcool 95° puis absolu et enfin colorées par une solution alcoolique de Safran a 1 %
pendant 5 minutes. Apres une ultime étape de déshydratation, les lames et lamelles sont
montées avec une résine synthétique.

Les coupes histologigues sont photographiées a I'aide d’'une loupe binoculaire (grossissement
X 4) couplée a un systeme d’acquisition numeérique (caméra Wv-CL350, Panasonic, Japon ;
Indy, Silicon Graphics, Mountain View, Californie). Les images recueillies ont permis la
constitution de références anatomiques destinées a aider les opérateurs dans les étapes de
segmentation du cartilage articulaire sur les IRM (figure 15. A et B).

A. ookl B. C.

Figure 15. A. coupe histologique sagittale (coloration a I'hématoxyline - érythrosine - safran, 5 um) dans la région
portante latérale d’'un genou de rat. B. IRM obtenue in vivo a 7 Teslas chez le rat et correspondant a la coupe
histologique. La segmentation manuelle des compartiments cartilagineux est représentée en orange pour le fémur et

en cyan pour le tibia. C. Représentation 3D des cartilages de I'articulation fémoro-tibiale chez le rat.
Source : Goebel JC et coll., Bio-Medical Materials and Engineering, sous presse.

2.3  Traitement d'image

Les piles IRM 3D sont chargées dans I'environnement de développement Matlab (Mathworks
Inc, Natick, MA USA) afin de procéder a la segmentation manuelle de trois compartiments

cartilagineux du genou : le condyle fémoral ainsi que les plateaux tibiaux médial et latéral. La
procédure est réalisée, image par image, sur les IRM ou le cartilage articulaire est clairement
identifiable, c’'est-a-dire en excluant les coupes correspondant aux extrémités mediales et
latérales du genou, ainsi que la région tibial intercondylaire (présence des épines tibiales).
Nous avons utilisé un écran tactile (PL-720, Wacom, Krefeld, Allemagne) sur lequel les

opérateurs peuvent directement dessiner, a l'aide d’'un stylet spécifique, les contours du
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cartilage articulairgvicwalter et coll, 2005} A la suite de cette étape de segmentation, des piles
3D de masques binaires sont recueillies, sur lesquels les trois compartiments cartilagineux
sont numériquement identifiés par des labels. Chaque jeu de labels est ensuite mis a profit
pour obtenir les volumes cartilagineux en intégrant les voxels segmentés (figure 15.C).

2.4  Analyse statistique

La procédure de segmentation est réalisée en aveugle par 2 opérateurs entrainés. L'un d’eux
répéta I'opération a deux reprises, en respectant une période de 10 mois entre les deux
lectures. Comme préconisé par Glier et ¢oller et coll, 1995} les reproductibilités inter- et
intra-opérateurs sont déterminées en calculant la moyenne quadratique des coefficients de
variations, exprimée en pourcentage.

3 Résultats

Avant d’employer I'écran tactile, les opérateurs se sont familiarisés a la lecture des IRM.
Concomitamment, les images histologiques de référence ont été consultées afin de définir les
limites anatomiques du cartilage articulaire et de les localiser en paralléle sur les coupes IRM.
Une phase d’apprentissage du logiciel et de la procédure de segmentation manuelle, par
pointage standard (souris d’ordinateur), fut initiée pendant une semaine pour les deux
opérateurs. Le temps consacré a la segmentation manuelle de l'intégralité des compartiments
cartilagineux était de 5 heures par genou.

L’écran tactile fut ensuite utilisé en lieu et place de la souris informatique. Les opérateurs
bénéficierent de 3 jours supplémentaires pour s’adapter & ce nouvel outil de tracage. Pour
chaque opérateur, la durée de segmentation du cartilage diminua a 4 heures par genou. En
effet, I'écran tactile autorise une ergonomie plus appropriée et un tracé plus naturel et précis
des contours cartilagineux. De plus, la segmentation réalisée directement sur I'écran par un
tracé au stylet nécessite moins de post-corrections que dans le cas du tracé par souris.

En réalisant les calculs de reproductibilité de la segmentation des piles IRM, nous avons
trouvé des erreurs de précision inter-opérateur de 9,1 %, 6,2 % et 9,6 % pour le compartiment
cartilagineux fémoral, tibial médial et tibial latéral respectivement. Dans le cas de la
reproductibilité intra-opérateur, les moyennes quadratiques des coefficients de corrélation
indiquent les valeurs suivantes : 2,1 %, 3,2 % et 2,5 %.

4 Discussion

Nos fouilles bibliographiques montrent que ce travail est la premiére iétwile réellement
volumique du cartilage fémoro-tibial sain chez le rat. D’autres auteurs ont étudié le cartilage
articulaire, a différentes intensités de champ magnétique, chez le petit animal (rat, cochon
d’Inde). Mais dans ces trava(paureet coll, 2003; Bolboset coll, 2007; Bolbost coll, 2008a] seuls
I'interligne articulaire ou I'épaisseur cartilagineuse ont été mesurés. Une étude rapporte
cependant des données volumiques, mais celles-ci se limitent au cartilage tibia| Te€gkal

et coll,, 2003] Jusqu’a présent, aucune étude ne s’est penchée sur la quantification volumique
compléte du cartilage de genou chez le rat. L’approche 3D nous renseigne sur la teneur
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globale de cartilage, constituant ainsi un parametre quantitatif applicable dans des études de
suivi de la maladie arthrosique.

En parallele, ce type de données issues de segmentation peut constituer une source pour
d’autres types d’investigations quantitatives comme la cartographie tridimensionnelle des
épaisseurs cartilagineusé@®aynauld et coll, 2006} la détermination de zones de contact
articulaire [Cohenet coll, 1999a; DeFratet coll, 2004; Pouletautt coll, 2008] ainsi que I'analyse du

rayon de courbure ou de la rugosité de la surface du cartialggeet coll, 2002; Damet coll,

2007; Folkessoet coll, 2008]

Les valeurs de reproductibilité intra-opérateur s’échelonnent de 2,1 a 3,2 % pour les différents
compartiments cartilagineux, et ce, pour une période de 10 mois entre les 2 séances de
segmentation. De telles valeurs sont comparables aux données relevées dans le contexte de
'analyse quantitative du cartilage chez 'Homme. En effet, Eckstein et coll. répertorient des
valeurs similaires trouvées par de nombreux auteurs pour le cartilage du genou humain
[Eckstein et coll, 2006c] D’'un autre cOté, les erreurs de précision intra-opérateurs sont
relativement élevées, ceci étant probablement dd a une différence notable dans la maniére de
segmenter entre les deux opérateurs. Ce point particulier souligne la nécessité de formuler une
méthodologie claire et non-équivoque avant de débuter les segmentations. De méme, un
consensus permettrait de résoudre certains problémes rencontrés dans la délimitation du
cartilage lorsque des effets de volume partiel sont rencontrés, ou encore lorsque le contraste
est peu satisfaisant entre le cartilage articulaire et les structures avoisinantes.

Comme préconisé par I'étude de McWaltetwalter et coll, 2005} hous avons utilisé un écran

tactile afin de remplacer le pointage standard par souris. Les résultats quantitatifs découlant de
ces deux outils de tracé ne sont pas significativement différents, en revanche un gain de temps
de 15 % ainsi qu’une ergonomie supérieure sont avéres.

Le choix de I'espéce animale employée dans cette étude était partiellement motivé par des
impératifs pratiques (taille des animaux par rapport a I'appareillage, animalerie adaptée,

codts...), mais aussi par le fait que le rat constitue un des modéle animaux fréquemment
utilisés, en particulier dans les essais thérapeutiques de l'arthrose, offrant ainsi des liens de
comparaison possibles entre les études.

5 Conclusion

Nos résultats suggerent que la quantificatiornvivo du cartilage articulaire par IRM a 7
Teslas peut étre réalisée chez le rat en respectant des régles strictes de segmentation. L'IRM
guantitative & haute résolution spatiale de modeles de petits animaux semble pouvoir étre
employée dans un contexte d’étude de la maturation du cartilage articulaire, dans le cas de
pathologie arthrosique afin de détecter des signes précoces d’atteintes cartilagineuses, mais
aussi dans I'évaluation des effets thérapeutiques de médicaments chondroprotecteurs.
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1 But

Nous avons mené cette étude afin d'attester I'intérét de I'IRM 3D a haute résolution pour
caractériser, de maniére quantitative, I'évolution des volumes et épaisseurs du cartilage
articulaire au cours du processus de maturation / vieillissement chez des rats sains. Ces
travaux nous délivrent ainsi des données qui pourront constituer des abaques de références
pour d’autres études expérimentales, notamment dans le cas de suivis de modeles animaux
d’'arthropathie. Concomitamment, I'emploi d’animaux nous a également permis de réaliser
des relevés histomorphométriques dans le but de pouvoir corréler et valider les variations liées
a I'age identifiées en IRM.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Animaux

Dans le cadre de cette étude, notre choix s’est porté sur des rats males de souche Wistar
(laboratoires Charles River, L'Arbresle, France) agés de 4 semaines a plus de 3 mois. Les
animaux ont été hébergés dans des cages en plastique transparent, sur lit de copeaux de bois.
Les cages étaient entreposées au sein de I'animalerie de la plateforme ABiraagErance)

dans une piéce thermo- et hygro-régulée bénéficiant d'un cycle lumiere/ obscurité de
12h/12h. Les rats étaient nourris avec de la nourriture standardisée et avaient acces a l'eau a
volonté. Les guides de bonnes pratiques relatifs a I'expérimentation animale ont été
scrupuleusement suivis, le protocole de notre étude bénéficiant par ailleurs de l'aval du
comité d’éthique d’expérimentation animale de la région Rhone-Alpes. Nos travaux ont porté

uniquement sur I'exploration du genou gauche, sain, des animaux.

A l'instar de I'étude précédente, les rats sont anesthésiés en utilisant un systeme d’inhalation
approprié (équipements vétérinaires Minerve, Esternay, France) fonctionnant avec un
mélange gazeux : 30 % d’oxygene avec une concentration de 4 % d'isoflurane (laboratoire
Belamont, Boulogne-Billancourt, France). Les rats sont placés en boite d’'induction, le flux du
mélange anesthésique étant réglé a 1 litre par minute.

Aprés endormissement complet de I'animal, une antenne radiofréquence spécifiguement
développée par I'équipe lyonnaise partenaire (Creatis-LRMN, UMR 5220 CNRS,
Villeurbanne, France) est mise en place autour du genou a explorer (figure 14 de I'étude
précédente)Rengleet coll, 2007} La patte est disposée en extension a l'aide de ruban adhésif
meédical afin de limiter au maximum d’éventuels artéfacts de mouvements sur les IRM
recueillies. Les rats sont maintenus anesthésiés a lisoflurane (2,7 % a 1 litre/min) durant
toutes les procédures de préparation et d'imagerie par I'emploi d’'un masque facial. Le rat est
allongé en décubitus dorsal sur un lit chauffant, celui-ci étant disposé précisément au centre
de l'aimant. Les paramétres physiologiques de I'animal (température et rythme respiratoire)
sont controlés durant toute la durée des acquisitions IRM.

Nous avons défini quatre groupes de rongeurs correspondant a quatre temps exploratoires
différents, pour évaluer les modifications du cartilage liées a I'age des animaux :

- groupe A : rats jeunes, agés de 5 semaines (175g, n=7 genoux),

- groupe B : rats juvéniles, agés de 7 semaines (240g, n=17 genoux),

- groupe C : rats adultes, agés de 9 semaines (325g, n=14 genoux),

- groupe D : rats matures, agés de 13 semaines (415g, n=14 genoux).
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2.2 Protocole IRM

Chaque animal a été scanné pendant 45 minutes avec I'imageur Biospec de 7 Teslas (Bruker,
Ettlingen, Allemagne) de la plateform@&nimage Nous avons réutilisé la séquence
d’acquisition mise au point lors de nos travaux précédents :

Séquence : 3D Gradient Echo Fast Imaging (GEFI), pondération T1,
suppression du signal de la graisse
Temps de Répétition (TR) :50 ms
Temps d’Echo (TE) : 3,6 ms
Angle de bascule : 25 °
Champ de vue : 26 x 26 mm
Matrice d’acquisition : 512 x 512 pixels

Résolution dans le plan 51 x 51 ym

Epaisseur de coupe 94 um
Nombre de coupes :128 coupes jointives
Durée d’acquisition : 45 minutes

Une séquence de repérageapid Acquisition with Relaxation Enhanced (RARE)) est
préalablement réalisée afin de contrbler la position adéquate du genou au sein de l'antenne
radiofréquence et pour caler les coupes 3D GEFI haute résolution orthogonalement au plan de
flexion antéropostérieur du gengslaseret coll, 2003} Nous avons choisi une reconstruction

des données dans le plan sagittal car cette orientation autorise une meilleure visualisation de
'ensemble des compartiments cartilagineux tout en diminuant les effets de volumes partiels
[Bydderet coll, 2007} L’intégralité du genou est couverte par I'acquisition volumique choisie.

2.3  Analyse des IRM

2.3.1 Mesure de l'interligne articulaire

La mesure de l'interligne articulaire constitue la quantification de I'espace séparant l'os tibial
de l'os fémoral. Cette distance, regroupant les épaisseurs des 2 surfaces cartilagineuses en
présence, représente I'examen de référence en radiologie dans le contexte des arthropathies.
Ainsi, nous avons développé une interface graphique (figure 16) au sein de I'environnement
de programmation Matlab (Mathworks Inc, Natick, Massachusetts) qui permet a I'utilisateur
de réaliser cette mesure d’interligne. Pour ce faire, les piles d'IRM 3D ont été reformatées
dans le plan frontal afin de choisir les deux coupes sagittales correspondant au milieu des
deux zones portantes de l'articulation fémoro-tibiale. Sur chacune de ces deux coupes,
I'utilisateur mesure ensuite l'interligne articulaire en tracant une ligne reliant les interfaces
cartilage / os sous-chondral des versants fémoral et tibial. La taille de cette ligne est ensuite
multipliée par la dimension isotropique du pixel afin d’obtenir la mesure réelle de I'interligne
articulaire, représentant de ce fait I'épaisseur cumulée des cartilages fémoral et tibial en zones
portantes.
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Figure 16. Capture d’écran de l'interface développée grace a I'environnement de programmation MATLAB®. Les
IRM 3D sont reformatées dans les plans axial et frontal afin de permettre la sélection des deux coupes sagittales
originales passant par le milieu des zones portantes médiale et latérale du genou. Sur chacune de ces deux
coupes, linterligne articulaire est alors mesuré en tracant une ligne reliant les interfaces cartilage / os sous-
chondral des compartiments fémoral et tibial.

Source : Goebel JC et coll., interface graphique développée en interne dans I'environnement MATLAB®.

2.3.2 Segmentation et calcul du volume cartilagineux fémoro-tibial

Les piles d'images recueillies aprés reconstruction des données IRM nous permettent de
déterminer les volumes du cartilage articulaire correspondant aux compartiments fémoral
(intégralité du condyle) et tibiaux (plateaux médial et latéral). Pour ce faire, nous utilisons un
écran tactile de taille 1280 x 1024 pixels (Interactive Pen Display PL-720, Wacom Europe
GmbH, Allemagne)lMcwalter et coll, 2005} L’utilisateur segmente le cartilage articulaire en
tracant directement, a l'aide d’'un stylet dédié, les contours de chaque compartiment sur la
surface de I'écran tactile. L’'emploi du couple stylet/ écran permet un tracé manuel plus
naturel et plus rigoureux des contours cartilagineux, induisant ainsi une plus grande fiabilité
de la segmentation. Ces étapes de tracé manuel ainsi que de traitements d’'image consécutifs
sont réalisées au sein du logiciel AMIRA (Amira 4.1, Mercury Computer Systems SAS,
France) réputé pour son ergonomie et sa facilité d’utilisation. Ainsi, nous avons segmenté le
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cartilage articulaire sur chacune des coupes IRM ou les bordures du cartilage sont
identifiables de maniere non-équivoque. Les coupes médiales et latérales extrémes du genou
ont ainsi été volontairement omises de la procédure de segmentation puisqu’elles sont le siege
d’effets de volume partiel pouvant biaiser la quantification volumique du cartilage. Chaque
zone segmentée est ensuite assignée au compartiment cartilagineux correspondant en utilisant
un étiquetage (labedn anglais) codé selon une échelle de couleur.

La procédure de segmentation de I'ensemble des 52 genoux a été realisée apres une période
de familiarisation et d’entrainement a la technique, et en aveugle vis-a-vis des identifiants des
animaux. Le temps mis pour segmenter manuellement I'ensemble des coupes comprenant
effectivement des zones de cartilage articulaire était de 4 a 5 heures par genou. Lors de nos
précédents travauiGoebelet coll, in press] NOUS avions montré une erreur de précision inter-
utilisateur de I'ordre de 6 a 9 %, alors que les données intra-utilisateur variaient de 2 a 3 %
selon les compartiments cartilagineux considérés. Ces dernieres valeurs sont comparables a
celles retrouvées dans des études volumétriques du cartilage articulaire chez I'Homme
[Ecksteinet coll, 2006¢] et sont le gage d’'une certaine rigueur de nos mesures.

A partir des masques de segmentation, une procédure d’intégration est lancée afin de
comptabiliser chaque voxel labellisé, et délivrant ainsi le volume des trois compartiments
cartilagineux en multipliant le nombre de voxels par leur taille réelle. Une visualisation
tridimensionnelle est également possible grace aux outils de rendu volumique du logiciel
AMIRA (figure 14.C de I'étude précédente).

Enfin, de maniéere a limiter les modifications volumétriques liées a 'augmentation de la taille
des animaux, nous déterminons le volume normalisé du cartilage articulaire en divisant le
volume du cartilage par l'aire de la surface oss¢Di®g et coll, 2008a; Hunteret coll, 2008}

Celle-ci a été mesurée en reformatant les IRM dans le plan axial et en segmentant la zone
osseuse du tibia (section diaphysaire) située juste au dessus du cartilage de conjugaison.

2.3.3 Calcul des épaisseurs moyennes du cartilage en zones portantes

Apres I'étape de segmentation, les masques labellisés nous ont également servi pour le calcul
des épaisseurs moyennes du cartilage articulaire en zones portantes.

Dans cette optique, nous avons développé un outil dans I'environnement de programmation
Matlab® qui permet de générer, dans un premier temps, la carte des distance euclidiennes des
masques de segmentatif8tammbergeet coll, 1999a] La carte des distances euclidiennes est

une opération numeérique appliguée sur une image binaire (masque) : pour chaque pixel
appartenant a un objet (le cartilage segmenté dans notre cas), la transformée des distances lui
attribue une valeur numérique qui correspond a la distance du pixel considéré au pixel le plus
proche n'appartenant pas a l'objet (fond du masque binaire). Dans un second temps, nous
procédons a I'extraction du squelette de chaque objet du masque et réalisons alors la fusion de
la carte des distances avec le squelette correspojmaitisson, 1980; Loncaric, 1998Cette
opé&ation a pour conséquence de ne conserver que les maxima locaux de la carte des
distances, c’est-a-dire les épaisseurs maximales du cartilage articulaire en zones portantes.
Ces valeurs obtenues sont finalement moyennées afin de délivrer une épaisseur moyenne des
cartilages fémoraux et tibiaux, en zones portantes meédiale et latérales (figure 17).
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De la méme maniere, ces étapes ont été réalisées sur les masques issus de la segmentation du
cartilage articulaire sur les coupes histologiques (cf. paragraphe suivant), afin de pouvoir
confronter les épaisseurs moyennes relevées par IRM et en histologie. L’histologie faisant
office de technique de référence, elle nous sert a valider les potentialités de I'lRM quant a la
métrologie du cartilage articulaire au décours du processus de vieillissement chez le rat.

A : PR B. C. D.
Figure 17. Processus de traitement d'image destiné a extraire les épaisseurs maximales du cartilage articulaire
fémoral et tibial. A. Lame histologique sagittale de I'articulation fémoro-tibiale en zone portante (coloration HES).
B. Masque binaire obtenu aprés segmentation des cartilages fémoral et tibial. C. Carte des distances
euclidiennes réalisée a partir du masque binaire. D. Extraction des épaisseurs maximales du cartilage par fusion
de la carte des distances avec le squelette du masque binaire.
Source : Goebel JC et coll., traitement d'image développé en interne dans I'environnement MATLAB®.

2.4  Analyse histologique

Immédiatement apres I'examen IRM, les rats, restant sous l'effet de I'anesthésie, sont
sacrifies selon une méthode d’euthanasie reconnue (injection intracardiaque létale) et leurs
genoux sont prélevés, fixés directement dans une solution de formol a 4 % pendant 48 heures,
puis décalcifies (Rapid Decalcifiant Osseux, Apex®, Canada). Les prélévements sont ensuite
automatiqguement déshydratés par passages dans une série de bains alcooliques de titrage
croissant pour finalement étre inclus en blocs de paraffine. Deux coupes sagittales de 5 um
d’épaisseur sont réalisées au niveau des zones portantes médiale et latérale de chaque genou,
puis montées sur lames de verre. Ces coupes histologiques sont localisées de maniere a mettre
en évidence les zones de contact articulaire fémoro-tibiales.

Afin de procéder a la mesure des épaisseurs du cartilage articulaire, les lames histologiques
sont colorées a I'hématoxyline — érythrosine — safran (HES), photographiées a un
grossissement x4 (loupe binoculaire couplée a une caméra numérique (Wv-CL350, Panasonic,
Japon)) et sauvegardées dans un format de compression d'image sans pefagged,

Image File Format en employant une station de travail dédiée (Indy, Silicon Graphics,
Mountain View, Californie). Ces images colorées en HES ont ensuite été soumises a une
étape de segmentation manuelle des cartilages articulaires fémoral et tibial, a l'instar du
processus appliqué pour les IRM (figure 17).

En dépit de la grande attention portée dans chacune des étapes des manipulations

histologiques, nous ne pouvons pas garantir une absolue correspondance entre les lames
histologiques collectées et les IRM choisies en zones portantes. Cependant, les mesures des
épaisseurs moyennes du cartilage ont été réalisées dans chague compartiment cartilagineux
avec un contrdle visuel entre les images issues de I'examen IRM et les coupes histologiques

afin de limiter les biais apportés par des problémes de segmentation.
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2.5 Analyse statistique

La nomenclature anatomique utilisée dans cette présente étude correspond a une adaptation
des guides proposés par 'OARSDgteoarthritis Research Society Internatign@cksteinet

coll., 2006a] Les données de la parfRésultatssont exprimées par une moyenne + un écart-
type pour chacun des compartiments cartilagineux considérés. Le degré de significativité
entre deux moyennes de groupes différents est évalué par une analyse de la variance
(ANOVA) suivie du test de Tukey-Kramer. Les liens de corrélations existant entre les
données IRM et histologiques sont déterminés selon une analyse de régression linéaire suivie
du test de corrélation non-paramétrique de Spearman. Nous avons définis le degré de
significativité des tests statistigues a p=0,05 (JMP Software 6.0, Statistical Discovery®,
SAS). Cependant, le calcul du niveau de corrélation renseigne sur la force de liaison entre
deux variables mais non sur leur degré de concordanee et coll, 1986b] Ainsi, nous avons
également opté pour le calcul du coefficient de corrélation intra-classes, plus robuste quant a
'analyse de la reproductibilité d’'une méthode et I'estimation des variations méthodologiques
et techniquegBland et coll, 1990; Pellis et coll.2003} Afin de réellement s’intéresser au niveau de
validité des mesures obtenues en IRM par rapport a celles de I'histologie, nous avons réalisé
'analyse dite de Bland-Altmapsland et coll, 1986a]qui permet de quantifier directement les
différences qui peuvent exister entre une nouvelle méthodologie (IRM) et une technique de
référence (histologie).

3 Résultats

3.1 Poids des animaux

Le poids des animaux est un paramétre important puisqu’il est le reflet de leur bon
développement et représente un indicateur de leur bien étre. Ainsi, au début de I'expérience,
les rats agés de 5 semaines pesaient en moyenne 170 grammes. Puis leur corpulence croissait
en concordance avec les abaques de poids de référence de la souche choisie. A la fin de
'étude, les rats matures, agés de 13 semaines, pesaient 410 grammes en moyenne, ce qui
représenten fine un gain de 141 %. Les différences de poids de chaque groupe de rats
atteignaient le niveau de significativité pour chacun des quatre temps exploratoires (figure 18
A).

3.2  Mesure de linterligne articulaire en IRM

A linstar de ce que I'on trouve communément chez 'Homme, l'interligne articulaire médial,
mesuré a partir des IRM, est significativement plus épais que le versant latéral, et ce quelque
soit le groupe d’age considéré. De plus, nous avons également observé une diminution
progressive de l'interligne articulaire, les valeurs a 9 et 13 semaines étant significativement
inférieures a celles correspondant au groupe des jeunes rats (5 semaines) (figure 18.B).
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Figure 18. A. Histogramme représentant le poids moyen, exprimé en grammes, de chaque groupe d’animaux. B.
Histogramme représentant I'interligne articulaire moyen mesuré sur les IRM, au niveau des zones de contact
articulaires fémoro-tibiales médiales et latérales.

Les symboles suivants indiquent un niveau de significativité a p < 0,05 par rapport aux groupes d’age :
#:groupe A, T : groupe B, t : groupe C et § : groupe D.

D’autre part, en prenant en considération les données de maniére individuelle, nous avons
relevé une corrélation faible mais néanmoins significative entre la mesure de linterligne
articulaire obtenue sur les IRM et la somme des épaisseurs moyennes fémorale et tibiale
calculée en histologie (r=0,24, p=0,01 pour le versant meédial ; r=0,29, p=0,04 pour le versant
latéral). Enfin, il existe une corrélation inverse et significative (p<0,0001) entre la mesure de
linterligne articulaire et le poids des animaux (r=-0,54 et -0,64 respectivement pour les
versants médial et latéral).

3.3 Epaisseur du cartlage mesurée sur lames
histologiques

Concernant les compartiments meédiaux, les épaisseurs moyennes initiales (5 semaines) des
cartilages fémoral et tibial étaient conséquentes (250 et 193 um respectivement) et plus
importantes que sur le versant latéral (241 et 178 um respectivement). Succede alors une
diminution notable d’épaisseur au décours des autres temps de I'expérience avec des pertes de
39, 49 et 58 % pour le cartilage fémoral et 29, 32 et 41 % pour le cartilage tibial
respectivement pour les temps a 7, 9 et 13 semaines.

Concernant le versant latéral, le cartilage fémoral est plus touché, puisqu’il perd
successivement 41, 54 et 55 % de son épaisseur au cours des temps de I'expérience, alors que
le compartiment tibial s’amincit de 13 % a 7 semaines, puis se stabilise a -33% a 9 et 13
semaines (figure 19.A).

3.4  Epaisseur du cartilage mesurée en IRM

Dans les compartiments médiaux, nous observons une diminution progressive significative de
I'’épaisseur du cartilage fémoral au décours de I'expérience, pour atteindre une perte de 31 %
a 13 semainesA contrario, I'épaisseur moyenne du plateau tibial reste, quant a elle,
relativement stable quelque soit le stade de vieillissement des rats.
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Sur le versant latéral, ce sont les épaisseurs des cartilages fémoral et tibial qui diminuent
significativement au cours du temps. En effet, nous remarquons des pertes de 31 et 25 % a 13
semaines pour le fémur et le tibia respectivement (figure 19.B).
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Figure 19. Histogrammes représentant les épaisseurs moyennes du cartilage articulaire, en zones portantes
médiale et latérale, mesurées en histologie (A) et en IRM (B).

Les symboles suivants indiquent un niveau de significativité a p < 0,05 par rapport aux groupes d'age :

#: groupe A, T : groupe B, 1 : groupe C et 8§ : groupe D.

En se focalisant sur les valeurs individuelles, sans tenir compte de la répartition selon les 4
groupes d’age, nous observons de bons niveaux de corrélation entre les épaisseurs moyennes
du cartilage mesurées en IRM ou en histologie. Ainsi, nous relevons :

- pour le fémur médial : r=0,65, p<0,0001,

- pour le tibia médial : r=0,65, p=0,003,

- pour le fémur latéral : r=0,74, p=0,0001,

- pour le tibia latéral : r=0,48, p=0,003.

Néanmoins, les meilleures corrélations sont contenues dans le groupe de rats adultes, c’'est-a-
dire les animaux agés de 9 semaines, et particulierement pour le compartiment fémoral
médial. A 13 semaines, les degrés de corrélations sont moindres du fait de I'amincissement
notable du cartilage (quelques pixels seulement sur les IRM) et de la difficulté pour segmenter
le cartilage hyalin de I'os sous-chondral.
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3.5 Concordance des mesures IRM / histologie

Du fait de I'effectif restreint de nos animaux dans chacun des groupes étudiés, nous avons
choisi de rassembler toutes les mesures d’épaisseurs relevées en IRM et en histologie, ce qui
nous conduit a comparer 181 paires de valeurs pour les versants médial et latéral de
l'articulation fémoro-tibiale. De cette maniere, nous avons pu calculer et représenter (figure
20.A) le coefficient de corrélation de Pearson qui existent entre les sources de mesures. Ce
coefficient de corrélation s’avere relativement bon, puisqu’il atteint la valeur de r=0,62, avec
un degré de significativité p<0,0001.

D’un autre c6té, I'analyse de la concordance des deux techniques selon I'approche de Bland et
Altman révele un biais systématique entre I'IRM et lhistologie. En effet, comme les
différences sont calculées de la maniére suivante :

(Epaisseur moyenne du cartilgges — (Epaisseur moyenne du cartildg&oiogic Eg. 3

Nous pouvons conclure que I'lRM surestime, en moyenne de 32 um, les épaisseurs relevées
par la technique histologique. Sur la représentation graphique (figure 20.B), les limites tracées
en pointillés représentent la gamme de concordance (95 %) entre les deux modalités
d'imagerie. Nous pouvons observer un niveau de concordance relativement acceptable,
compte tenu du fait que les limites sont élargies par la présence de points extrémes, qui sont le
reflet de la difficulté de caler les coupes histologiques par rapport a celles de I''lRM pour la
mesure des épaisseurs cartilagineuses.
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Figure 20. A. Graphe représentant la corrélation (r=0,62 ; p<0,0001) existant entre les mesures d'épaisseur du
cartilage articulaire relevées en histologie et en IRM. B. Représentation selon la méthode Bland-Altman de la
concordance des mesures histologiques / IRM : le biais (ligne continue) indique une surestimation moyenne de
32 um des mesures relevées en IRM par rapport a celles obtenues en histologie.

Les groupes d’age sont codés selon le code couleur suivant :

¢ groupe A, m 07 groupe B, A groupe C et @ groupe D.

3.6  Volumétrie du cartilage fémoro-tibial

L'étude volumétrique du cartilage articulaire montre une diminution légére et progressive
dans chacun des trois compartiments fémoro-tibiaux (figure 21.A). Cette perte relative de
substance chondrale est cependant plus prononcée et significative au niveau du fémur,
puisque le déficit s’éleve a 33 % a 13 semaines, alors qu’il n’est que de 18 % au niveau du
compartiment tibial médial. En revanche, malgré une tendance a la diminution, aucun
changement significatif du point de vue statistique n’est observé pour le cartilage tibial latéral.
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La relative stabilité du volume de cartilage présent au sein de I'articulation fémoro-tibial peut
s’expliquer en partie par la prise de poids, et donc 'augmentation de la taille des articulations
des animaux lors du processus de maturation. En effet, nous observons des corrélations
inverses et significatives entre le poids des animaux et le volume cartilagineux :

- pour le compartiment fémoral : r=-0,42, p=0,002,

- pour le compartiment tibial médial : r=-0,32, p=0,004,

- pour le compartiment tibial latéral : r=-0,28, p=0,015.
Par contre, lorsque nous normalisons le volume du cartilage tibial par l'aire osseuse
correspondante (figure 21.B), nous observons une diminution significative des deux rapports
tibiaux, les valeurs obtenues a 9 et 13 semaines étant significativement inférieures a celles de
la 5°"°semaine (p<0,05).
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Figure 21. A. Histogramme représentant le volume de chaque compartiment cartilagineux en fonction des
groupes d’animaux. B. Histogramme représentant le ‘volume normalisé’ des cartilages tibiaux pour chaque
groupe d’age : il s'agit en réalité des rapports (Volume cartilagineux du plateau tibial) / (Aire osseuse du plateau
tibial) qui permettent de standardiser les données volumiques du cartilage par rapport a une référence interne a
chaque animal.

Les symboles suivants indiquent un niveau de significativité a p < 0,05 par rapport aux groupes d'age :

#: groupe A, T : groupe B, 1 : groupe C et 8§ : groupe D.

4 Discussion

Gardant en mémoire que cette étude fut menée pour déterminer l'influence de I'age sur le
cartilage fémoro-tibial, et que nos travaux ultérieurs se focalisent sur I'analyseo d’'un

modéle d’arthrose expérimentale, il nous a semblé opportun d’apporter quelques précisions
guant au choix de I'espece animale utilisée dans nos présents travaux.

Au vu de la multiplicité des modeles expérimentaux disponibles dans le champ d’étude des
arthropathiegAmeye et coll, 2006} il semble nécessaire de proposer un consensus visant a
selectionner un, voire plusieurs, modeles animaux caractéristiques de I'arthrose. Il est
communément admis que d'importantes différences existent en termes de réponse
thérapeutique selon I'age des animaux, et selon le modele expérimental choisi (modéle de
pathologie spontanée, modeéle induit par chirurgie). Cette réflexion suggere que tous les
modeles animaux ne sont pas forcément les mieux adaptés a I'étude la pathologie arthrosique.
Les modéles d’arthrose induits chirurgicalement chez le rat représentent un bon compromis
pour le criblage de solutions thérapeutiques médicamenteuses, puisque leurs déroulement et
reproductibilité sont plus rapides et robustes vis-a-vis des modéles d’arthrose spontanée chez
la souris, le rat ou le cochon d’Inpheneyeet coll, 2006}
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Dans notre étude, le choix de la souche Wistar a ainsi été motivé par les précédentes
considérations, mais aussi par son prix réduit et surtout par le fait que I'animal étant de petite
taille, il nécessitera une quantité moindre de produits pharmaceutiques chondroprotecteurs par
rapport a de plus grands animaux. D’autre part, comme la plupart des études
pharmacologiques sont réalisées sur des rats en pleine phase de croissance (175 g), notre
présent travail propose précisément de caractériser, par IRM, l'influence de la maturation et
du vieillissement, au niveau de l'articulation fémoro-tibiale. En effet, la maturation suivie du
déclin ancillaire de I'épaisseur cartilagineuse en fonction de I'age représentent un biais non
négligeable pour les études d’arthropathies chez le rat, les mesures d’interligne articulaire et
de volume cartilagineux étant, a I'heure actuelle, les méthodes de références.

L’état de l'art actuel suggere que deux nouvelles modalités peuvent étre employées afin
d’'investiguer de maniére non-invasive les dommages ostéochondraux liés a I'age et/ou a la
pathologie chez le petit rongeur. Il s’agit du micro-scaiR@meret coll, 2005; Appletoret coll,

2007] et de I'IRM haute résolutiofBolbos et coll, 2007} En dépit de leurs caractéristiques
seduisantes, la tomographie de cohérence optaiaenset coll, 2006] ainsi que I'échographie
ultrasonore[Saied et coll, 2004] demeurent des technologies invasives par nature dans le
contexte ostéochondral, nécessitant une approche arthroscopique pour I'exploration du
cartilage dégénératjibatelet coll, 2005}

Bien que 'IRM et le micro-scanner se révelent complémentmesix et coll, 2007} nOus

avons opté, au sein de notre laboratoire, pour I'approche IRM du fait de sa pertinence
clinique. En effet, de nombreuses études IRM longitudinales ont été menées en clinique afin
de quantifier les variations du cartilage au cours de la maladie arthrosique, et sont a 'origine
d’'une multiplicité de résultat@lumenkrantzet coll, 2007} Néanmoins, il est clairement établi,

tant sur le plan clinique gu’expérimental, que la volumétrie du cartilage articulaire par IRM
permet la quantification longitudinale des pertes cartilagineuses dans l'arthrose, et établit des
liens entre ces pertes de substances chondrales et les changements dégénératifs ayant cours
dans d’autres tissus de I'articulation.

Afin de mener a bien cette étude, plusieurs mises au point se sont révélées nécessaires, a
savoir :
- la conception d’'une antenne radiofréquence dédiée a la diarthrose du genou de
rat[Rengleet coll, 2007}
- la programmation d’'une séquence d’acquisition IRM optimisée a 7 Teslas
[Beuf, 2004]
- la standardisation d’'une méthode de segmentation du cartilage fémoro-tibial
[Goebelet coll, in press]

Nous avons opté pour une séquence d’acquisition autorisant une délinéation aisée du cartilage
articulaire par rapport aux tissus avoisinants, de fait, il s’agit d'une séquence en écho de
gradient, en pondération T1, avec suppression du signal de la graisse. Il est cependant
intéressant de noter que ce type de séquence est relativement insensible aux cedemes pouvant
siéger au sein de la moelle osse@serfyet coll, 2006}

A I'heure actuelle, aucune solution technique n’offre une méthode entierement automatisée
pour la segmentation du cartilage articulaire, puisque les variations de contraste entre le
cartilage et les tissus le jouxtant ne sont pas suffisamment prononcées, notamment dans le
groupe des rats matures. La procédure de segmentation demeure ainsi extrémement
consommatrice en temps, puisqu’une durée de 4 a 5 heures par genou est nécessaire pour un
opérateur expérimenté. Dans notre présente étude, le cartilage articulaire a été segmenté
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coupe par coupe et entierement manuellement, car les outils semi-automatiques proposés avec
le logiciel Amira® ne sont pas adaptés a ce type de données. En effet, ils fournissent des
résultats moins bons vis-a-vis de la segmentation manuelle en termes de concordance avec les
relevés histologiquedn fine, le volume du cartilage articulaire est calculé en sommant la
guantité de voxels des régions segmentées, et I'épaisseur cartilagineuse, quant a elle, est
déterminée en utilisant la transformée euclidienne des distp@tasbergeet coll, 1999a] De

cette maniére, nos reproductibilités inter- et intra-observateurs sont en concordance avec les
gammes retrouvées au niveau des études cliniques publiées, variant de[&cas& et coll,

2006¢]}

Tenant compte de ces réflexions, nos résultats confirment que I'IRM est capable de suivre les
valeurs d’épaisseurs moyennes du cartilage de I'articulation fémoro-tibiale chez le rat sain age
de 5 a 13 semaines. La maturation de I'articulation est un processus complexe puisqu’elle
implique de nombreux facteurs :

- mise en place de I'organisation du réseau des fibres collagéniques,

- contrdle de la densité cellulaire,

- adaptation de I'épaisseur du cartilage face aux contraintes biomécaniques,

- régulation de la balance anabolisme / catabolisme des protéines matricielles.

La réduction du cartilage articulaire est initialement attribuée au fait que la couche profonde
est partiellement remplacée par un tissu osseux, particulierement durant la croissance
(ossification enchondrale). Puis, une réduction de l'activité chondrocytaire apparait avec I'age
[Oda et coll, 2007} notamment dans la zone profonde du cartilage. De plus, il a été montré
gu’une réorganisation progressive de I'architecture pluristratifiée juvénile intervient lors de la
maturation du cartilage pour laisser place a l'organisation arquée caractéristigue du réseau
collagénique maturgsrunder, 2006] Nous avons observé une diminution notable suivie d’'une
relative stabilité dans I'épaisseur du cartilage fémoro-tibial, ces résultats semblent concorder
avec des travaux antérieurs réalisgs/ivo sur des rotules de pafatrin et coll, 2001} En effet,

notre équipe avait montré des modifications qualitatives et quantitatives liées a I'age selon
une méthode de cartographie des valeurs de T2 du cartilage articulaire (études menées sur un
IRM expérimental de 8,5 Teslas). Les épaisseurs du cartilage articulaire mesurées chez les
rats jeunes et adultes sont bien corrélées avec les valeurs obtenues en histologie. La force du
lien de corrélation était moindre dans le groupe des animaux mature, dans lequel les mesures
obtenues en IRM surestiment les épaisseurs relevées en histologie.

L’étude de la bibliographie relative a notre présent champ disciplinaire montre que ces
travaux constituent la premiére étuievivo, réellement en trois dimensions, du cartilage
fémoro-tibial sain, selon une approche volumétriqgue et de mesures d’épaisseur, durant le
processus de maturation chez le rat. Jusqu'a présent, aucune autre étude publiée ne s’est
focalisée sur la quantification volumique par IRM du cartilage chez le petit rongeur. Les
précédents papiers relatifs a I'analyse IRM du genou de rat ont été réakisées dans des
modeles d’arthrose induite biochimiquemegwatrin-Pinzanoet coll, 2005] ou par meéthodes
chirurgicalegSpandoniset coll, 2004} De plus, quatre études IRM vivo ont été réalisées chez

le rat a ZSimonet coll, 2006a; Simoret coll, 2006b; Saborowslét coll, 2007]et 4,7 TeslagBeckmann

et coll, 2003} dans le cadre d’'un modéle de mono-arthrite induite par antigene, et portant leur
attention sur l'utilisation de différent agents de contraste paramagnétiques destinés évaluer le
degré d’'inflammation de la membrane synoviale.
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Limitations de notre étude.

Confrontations IRM / histologie.

Nous avons rencontré quelques difficultés quant a la confrontation des épaisseurs du cartilage
relevées en IRM avec celles obtenues en histologie. En effet, les mesures IRM, et notamment
les calculs de cartographie de distances, tiennent compte de toute la pile des images et sont
donc effectuées en 3D. Dans le cas des lames histologiques, I'épaisseur du cartilage est
calculée sur une seule coupe sagittale, que nous avons choisie orthogonale a I'axe de flexion
antéro-postérieur du genou et au centre des zones portantes. Ces mesures histologiques sont le
reflet d'une cartographie de distances 2D, et l'orientation initiale de la coupe histologique
peut se trouver influencée par la préparation de I'échantillon. Afin de réduire au maximum ce
biais, nous avons porté une grande attention au débitage et au montage de I'échantillon. Pour
ce faire, les genoux des rats ont été divisés en deux parts égales selon une coupe sagittale
meédiane qui tient compte de I'orientation et de la forme anatomique de chaque préléevement.
De cette maniére, les correspondances entre IRM et lames histologiques se retrouvent
ameliorées, offrant ainsi des niveaux de corrélations satisfaisants entre les deux
méthodologies.

Dans le cas de figure de mesures ponctuelles, tel I'interligne articulaire, les corrélations sont
plus faibles, car un parametre supplémentaire peut intervenir : il s’agit de I'épaisseur des
coupes IRM et histologiques. En effet, les IRM font 94 um d’épaisseur alors que les lames
histologiques n’en font que 5. L’épaisseur plus élevée des IRM peut alors avoir un effet de
moyennage ou lissage (effet de volume partiel) de variations focales et discrétes observables
plus finement en histologie. Enfin, nous avons remarqué que I'IRM quantitatif surestimait les
valeurs d’épaisseur obtenues en histologie. Cette observation peut trouver une origine dans le
fait que la morphologie du cartilage peut se voir altérée par les protocoles d’histologie,
notamment les étapes de déshydratation et de ¢oulpe1984; Fauret coll, 2003} mais aussi

pa la procédure de segmentation. En effet, selon nos constatations, il est plus courant
d’exclure la partie profonde, calcifiée, du cartilage articulaire sur les IRM que sur les lames
histologiques, du fait de sa meilleure délimitation par la coloration HES. Il est cependant a
noter que la surestimation des épaisseurs par I'IRM, étant de 32 um, est inférieure a la taille
isométriqgue des pixels (51 um). L’'emploi d'une plus forte résolution spatiale permettrait
d’obtenir un nombre plus conséquent de pixels pour caractériser I'épaisseur du cartilage, mais
cela ne se ferait pas sans allonger d’'une maniére non négligeable la durée de l'acquisition, a
plus forte raison si I'on souhaite conserver un rapport S/B satisfaisant.

Maturation du cartilage.

La décroissance progressive de I'épaisseur du cartilage articulaire chez les rats jeunes (5 et 7
semaines), adultes (9 semaines) et matures (13 semaines) représente un biais protopathique
dans 'évaluation expérimentale de I'arthrose, ou la mesure de linterligne articulaire constitue
encore, a I'heure actuelle, I'examen de référence. D’'un autre c6té, le volume du cartilage
reste, quant a lui, relativement stable en raison de 'augmentation concomitante de la taille des
animaux. Le fait d’'user d’'une méthode de normalisation du volume cartilagineux a des
références internes, telle l'aire osseuse de I'hémi-articulation concernée, peut aider a
augmenter le pouvoir discriminatoire de la mesure volumétiigjaseret coll, 2003} En effet,

lorsque nous réalisons une normalisation par rapport a I'aire osseuse des plateaux tibiaux
[Wluka et coll, 2002} nhous notons une diminution initiale brutale du volume cartilagineux des
plateaux tibiaux entre les groupes de rats jeunes et juvéniles, puis ces rapports restent
relativement stables dans les groupes adultes et matures. D’autre part, il serait intéressant de
réaliser cette méthode de normalisation au niveau du compartiment fémoral, mais ceci
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nécessite une réflexion plus approfondie pour prendre en considération la géométrie complexe
du condyle osseux. Une voie pertinente serait d’obtenir le volume de I'épiphyse fémoral en se
servant de la limite anatomique constituée par le cartilage de croissance, toujours présent dans
un genou chez le rat. Par ailleurs, dans le contexte du suivi IRM de I'arthrose chez 'Homme,
d’autres équipes ont développé des méthodes informatiques de fusion et soustraction de
cartographies d’épaisselBoileau et coll, 2008] qui permettent de suivre le déclin du cartilage,
en chaque voxel, par rapport aux données initiales. De tels outils constitueraient, dans notre
cas aussi, une méthode élégante de quantification et de visualisation 3D des variations du
cartilage articulaire au cours du processus de maturation.
Dans I'étude morphométrique du cartilage articulaire, nous retiendrons que pour limiter le
biais lié a la croissance des animaux, il est nécessaire de :
- comparer des animaux strictement semblables du point de vue de I'age et de la
taille,
- normaliser les données volumiques par rapport a des références internes (aire
et/ou volume osseux...).

5 Conclusion

Cette étude pilote a montré la possibilité de quantifier par IRM haut champ (7T) & haute
résolution spatiale, et ce, pour la premiére fois, le volume et I'épaisseur du cartilage de
l'articulation fémoro-tibialein vivo chez le rat en phase de croissance. A linstar d’études
clinigues menées chez I'Homme, I'IRM 3D est de bon augure pour lidentification et la
guantification longitudinalén vivo des modifications chondrales au sein de l'articulation du
genou, d'autant plus que lacuité de I'IRM, de plus en plus proche de la résolution
histologique, limitera in finée recours au sacrifice d’animaux.

D’autre part, I'acquisition tridimensionnelle autorise une mesure plus adaptée a I'étude du
cartilage articulaire, puisque le volume ainsi acquis est insensible au positionnement de
l'articulation au sein de I'IRM. En effet, dans le cas d'études cliniques longitudinales se
focalisant sur la mesure de l'interligne articulaire ou de I'épaisseur du cartilage sur coupes
2D, il est absolument nécessaire de réaliser un positionnement standardisé et précis a chaque
nouvel examen.

Enfin, il nous semble intéressant d’appliquer cette méthode a I'étude séquentielle d’'un modele
d’arthrose expérimentale chez le rat, afin de confirmer la capacité de I'lRM a quantifier les
pertes chondrales au cours du processus pathologique, offrant ainsi un outil de choix dans
'analyse atraumatique de futures solutions thérapeutiques a visée chondrorégénératrice.
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Etude in vivo par IRM a haut champ (7 Teslas) des
modifications articulaires au cours d’'un modele
expérimental d’arthrose chez le rat
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1 But

Le but du présent chapitre est de montrer I'intérét de I'IRM quantitativevzo dans le suivi
séquentiel d'un modele expérimental de gonarthrose chez le rat. Cette étude fait suite aux
travaux d’investigation de la maturation physiologique du cartilage articulaire chez le petit
animal. De la méme maniére, des relevés histologiques ont été réalisés afin de confronter les
deux méthodologies d’imagerie.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Animaux

2.1.1 Stabulation

Comme dans le cas de I'étude précédente, nous avons choisi 40 rats de la souche Wistar
(laboratoires Charles River, L'Arbresle, France) pesant, en moyenne, 200 g au début de
I'expérience. Les animaux sont hébergés au sein de cages en plastique transparent, sur lit de
copeaux de bois. Les cages sont entreposées au sein de I'animalerie de la plafoage

(Bron, France) dans une piéce thermo- et hygro-régulée bénéficiant d'un cycle lumiere /
obscurité de 12h/12h. Les rats ont été nourris avec de la nourriture standardisée et avaient
acces a I'eau a volonté. Les guides de bonnes pratiques relatifs a I'expérimentation animale
ont été scrupuleusement suivis, le protocole de notre étude bénéficiant par ailleurs de I'aval
du comité d’éthique d’expérimentation animale de la région Rhéne-Alpes.

2.1.2 Section du ligament croisé antérieur

Notre étude portant sur le suivi séquentiel de I'arthrose du genou, nous avons opté pour la
pratique d’'un modele d’arthrose mécanique induite par la section du ligament croisé antérieur.
Ce modele consiste en la création d'une anomalie de stabilité de I'articulation du genou qui,
par friction lors de mouvements, engendre des forces mécaniques déléteres pour le cartilage
induisant ainsi la symptomatologie arthrosique.

La section du ligament croisé antérieur est une opération de chirurgie lIégére qui nécessite
'anesthésie des animaux. Celle-ci a été réalisée par I'emploi d’'un dispositif d’inhalation
homologué et adapté aux petits rongeurs (équipements vétérinaires Minerve, Esternay,
France) fonctionnant avec un mélange gazeux : 30 % d’oxygene avec une concentration de
4 % d'isoflurane (laboratoire Belamont, Boulogne-Billancourt, France). Dans un premier
temps, les rats sont placés en boite d’'induction, le flux du mélange anesthésique étant réglé a
1 L/min, afin d’endormir rapidement les animaux. Dans un second temps, les animaux sont
placés, chacun a leur tour, sur un champ de chirurgie stérile en décubitus dorsal, tout en
poursuivant I'anesthésie gazeuse par I'emploi d’'un masque facial (isoflurane a 2,7 % a
1 L/min).

La procédure chirurgicale a été réalisée par un personnel formé et autorisé a de tels gestes.
Seul le genou droit a été opéré, le genou gauche constituant le contréle interne a chaque
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animal. Les étapes nécessaires a la section du ligament croisé antérieur (SLCA) sont listées
chronologiquement ci-dessous :

- légere épilation sur la face antérieure du genou,

- désinfection de la zone a opérer,

- ouverture du genou par incision médiane verticale,

- dégagement de la zone rotulienne,

- luxation de la rotule en la basculant précautionneusement sur son versant

médial afin de permettre I'acces a l'articulation fémoro-tibiale,

- flexion du genou et mise en évidence du ligament croisé antérieur,

- section franche du ligament,

- vérification de la section par la présence d’un tiroir antéro-postérieur du genou,

- remise en place de la rotule, suture bi-plan, nettoyage de la plaie,

- réveil des animaux.

Apres l'opération, les animaux sont replacés dans leur cage et contrélés pendant 72 heures, le
temps que les tissus cicatrisent. Le bien-étre des animaux est suivi (fievre, alimentation et
prise de poids, récupération de la fonction de marche) jusqu’au retour a un état considére
comme étant le rétablissement complet. Afin de suivre le déroulement du processus
arthrosique, nous avons choisi d'imager les animaux de maniere sequentielle. Ainsi, nous
avons formé 5 groupes d’animaux correspondant a 5 temps exploratoires, définis en nombre
de jours écoulés depuis la sSLCA :

- groupe A : 7 jours (n=8 rats, soit 8 genoux opérés et 8 genoux contrdles)

- groupe B : 14 jours (n=8 rats)

- groupe C : 28 jours (n=8 rats)

- groupe D : 42 jours (n=8 rats)

- groupe E : 56 jours (n=8 rats)

2.2  IRM quantitative et métrologie du cartilage

Les animaux sont explorés séquentiellement aux 5 temps exploratoires explicités
précédemment. L'intégralité du protocole établi lors de nos précédents travaux a été
reproduite pour chacune des acquisitions. Brievement, nous placons I'antenne radiofréquence
dédiée a I'imagerie du genou de rat alors que I'animal est anesthésié a l'isoflurane (2,7 % a
1 L/min) et placé en décubitus dorsal sur un lit chauffant. Les constantes physiologiques
(température, rythme ventilatoire) de I'animal, reflet de son bien-étre, sont monitorées tout au
long des 45 minutes d’acquisition. Les parametres implémentés sur l'interface de pilotage de
I'imageur Biospec 7T (Bruker, Ettlingen, Allemagne) sont récapitulés ci-dessous :

Séquence : 3D Gradient Echo Fast Imaging (GEFI), pondération T1,
suppression du signal de la graisse
Temps de Répétition (TR) 50 ms
Temps d’Echo (TE) : 3,6 ms
Angle de bascule :25 °
Champ de vue :26 x 26 mm
Matrice d’acquisition : 512 x 512 pixels

Résolution dans le plan 51 x 51 pm

Epaisseur de coupe 94 um
Nombre de coupes :128 coupes jointives
Durée d’acquisition : 45 minutes
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Une séquence de repérage (RARE) est également réalisée afin de contrbler la position

adéquate du genou au sein de l'antenne radiofréquence et pour paramétrer les coupes 3D
GEFI haute résolution orthogonalement au plan de flexion antéropostérieur dyGeswet

coll., 2003} Nous avons également conserve la reconstruction des images dans le plan sagittal,

puisque cette orientation nous permet une visualisation satisfaisante des compartiments

cartilagineux fémoro-tibiaux8ydder et coll, 2007} Enfin, il est a noter que nous avons imagé

les genoux de chaque animal de maniére consécutive.

Concernant les mesures quantitatives effectuées sur les IRM des 80 genoux, elles ont été les
mémes que dans notre précédent travail, a savoir :
- la mesure de linterligne articulaire sur les versants médial et latéral de chaque
genou,
- la segmentation et le calcul du volume de chaque compartiment cartilagineux
de l'articulation fémoro-tibiale,
- la mesure de I'aire osseuse de chaque plateau tibial, destinée a la normalisation
du volume des cartilages tibiaux ;
- le calcul des épaisseurs moyennes du cartilage articulaire en zone portante.

2.3  Procédures histologiques

231 Prélevement des échantillons

Aussitot I'examen IRM réalisé, les rats, toujours anesthésiés, sont sacrifiés selon une méthode
d’euthanasie reconnue (injection intracardiaque létale), leurs genoux sont prélevés et fixés
directement dans une solution de formol a 4 % pendant 48 heures, puis décalcifiés (Rapid
Decalcifiant Osseux, Apex®, Canada). Les prélevements sont ensuite automatiquement
déshydratés par passages dans une série de bains alcooliqgues de titrage croissant pour
finalement étre inclus en blocs de paraffine. Des coupes sagittales de 5 um d’épaisseur sont
réalisées au niveau des zones portantes médiale et latérale de chaque genou, puis montées sur
lames de verre afin de procéder a 3 colorations explicitées plus bas. Ces coupes histologiques
sont localisées de maniére a mesurer I'épaisseur moyenne du cartilage des zones de contact
articulaire féemoro-tibial.

2.3.2 Colorations des lames

2.3.2.a  Hématoxyline — érythrosine — safran (HES)

L'HES est une coloration qui permet d’étudier la morphologie des cellules du cartilage
articulaire et de la membrane synoviale. Les lames sont colorées dans de I’hématoxyline
0,5 % pendant 5 minutes puis rincées dans I'eau. Les lames sont alors passées dans de I'alcool
ammoniacal pendant 1 minute. L’alcool ammoniacal permet la différenciation chromatique du
noyau par rapport au reste de la cellule. Les lames histologiques sont ensuite colorées dans un
bain d’érythrosine aqueuse a 1 % pendant 5 minutes, afin de mettre en évidence les éléments
acidophiles tel que le cytoplasme. Elles sont rincées, déshydratées par I'alcool 95° puis
I'alcool absolu et enfin colorées dans une solution alcoolique de Safran a 1 % pendant 5
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minutes. Les lames sont a nouveau déshydratées avant le montage des lamelles réalisé avec
une résine synthétique.

Ce sont ces lames, colorées a I'HES, qui sont utilisées pour la mesure des épaisseurs du
cartilage articulaire en zones portantes, et qui permettront la confrontation avec les données
issues de 'IRM.

2.3.2.b  Bleu de Toluidine (BT)

Le bleu de Toluidine est une coloration métachromatique utilisée pour la mise en évidence
des glycosaminoglycannes sulfatés de la matrice du cartilage. La coloration au BT nécessite
une incubation de 5 minutes dans une solution a 1 %. Les lames sont ensuite successivement
plongées dans l'acétone et l'alcool absolu, puis déshydratées. Le montage des lames est
réalisé avec une résine synthétique.

2.3.2.c Rouge Sirius (RS)

Le rouge Sirius est un colorant anionique du collagéne. La réaction se produit entre les
groupements sulfoniques du colorant et les groupements basiques présents sur les molécules
de collagengConstantineet coll, 1968a] La coloration RS est réalisée avec une solution saturée

en acide picrique a 0,1 %unqueiraet coll, 1979} Les lames sont alors rincées dans un bain
d’acide chlorhydrique 0,01N pendant 2 minutes puis dans les alcools 95° et absolu pendant 2
minutes. Elles sont finalement déshydratées et montées avec une résine synthétique. Les
lames colorées au RS sont, dans un premier temps, observées en lumiere classique, puis en
lumiere polarisée (utilisation de filtres de polarisation spécifiques). En effet, la lumiére
polarisée permet la visualisation de l'architecture du réseau collagénique de la matrice
cartilagineusgConstantineet coll, 1968b]

2.3.3 Scores histologiques et mesures d'épaisseur

L’ensemble des lames colorées est observé au microscope a différents grossissements (x10,
x40) afin de qualifier le degré d’atteinte arthrosique de I'articulation fémoro-tibiale. Les lames
colorées par 'HES sont également numérisée a un grossissement x4, les images résultantes
étant ensuite soumises a la segmentation manuelle des cartilages articulaires fémoral et tibial,
afin d’en déterminer les épaisseurs moyennes (cf. paragraphe 2.3.3 de I'étude précédente).
L’analyse des variations et Iésions de I'articulation du genou a été effectuée grace a I'emploi
d’'une grille de score. Ce score est adapté des criteres de Mmakiin, 1982] tout en y

goutant une partie spécifique au degré d’inflammation de la membrane syrjguialeyet

coll., 1989; Krenret coll, 2006} Ci-dessous sont répertoriés les différents items du score utilisé :

- Cartilage articulaire :

structure de la surface et de la matrice (irrégularités de surface, fissures...)
répartition et aspect des cellules

état des chondrocytes hypertrophique (couche proliférative)

intégrité et architecture du réseau collagénique

© O O0Oo

- Membrane synoviale :
o Nombre d’'assises cellulaires
0 Séverité de la fibrose et présence de dépots de fibrine
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0 Hyperplasie de la membrane synoviale
0 Angiogenese

- Remaniements osseux :

o Ostéoides, chondroides
o Ostéolyse

2.34 Relevés effectués a partir des IRM

A partir des piles IRM et a l'instar de I'étude précédente, nous avons mesuré les interlignes
articulaires médial et latéral, puis segmenté manuellement le cartilage de [larticulation
fémoro-tibiale pour en déduire les épaisseurs moyennes en zones portantes, ainsi que les
données volumiques.

2.4  Analyse statistique

Les données de la partiRésultatssont exprimées par une moyenne * un écart-type pour
chacun des compartiments cartilagineux considérés. Le degré de significativité entre deux
moyennes de groupes différents est évalué par une analyse de la variance (ANOVA) suivie du
test t de Student pour valeurs appariées. Les liens de corrélations existant entre les données
IRM et histologiques sont déterminés selon une analyse de régression linéaire suivie du test
de corrélation non-paramétrigue de Spearman ; nous avons également effectué l'analyse
Bland-Altman pour évaluer le degré de concordance des deux modalités. Concernant les
scores histologiques, nous avons déterminé les différences existant entre les genoux controles
et les genoux opérés, pour chaque temps de I'expérience. Nous avons définis le degré de
significativité des tests statistiques a p=0,05 (JMP Software 6.0, Statistical Discovery®,
SAS).

3 Résultats

3.1 Poids des animaux

Les courbes de poids des animaux utilisés lors de cette expérience sont similaires a celles
observées lors de nos précédents travaux portant sur les rats sains, exception faite du poids
initial moyen de 220 grammes, qui représente le délai entre I'induction de la pathologie (JO) et
la date du premier examen IRM (J7). Au dernier temps exploratoire (J60), les animaux ont
atteint un poids moyen de 423 grammes.

3.2  Symptomatologie et interligne articulaire

Lorsque nous nous intéressons a l'analyse visuelle des IRM (figure 22), celle-ci montre une
effusion intense de la membrane synoviale et la présence d’'un panus a 7 et 14 jours apres la
section du ligament croisé antérieur. Les temps tardifs (J40 et J60) révelent, quant & eux,
plutbt des répercutions osseuses, telles des remodelages épiphysaires. Néanmoins, aucune
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hétérogénéité du signal RMN n’est observée, quelques soient les temps de I'expérience, au
sein de I'os sous-chondral.

A B. AL C
Figure 22. A. IRM sagittal en pondération T2 d’un genou de rat ayant subi la section du ligament croisé antérieur.
Nous remarquons un hypersignal franc correspondant aux tissus fortement hydratés, et en particulier a la
membrane synoviale inflammatoire. B. IRM sagittal en pondération T1 représentant un genou opéré. Nous
pouvons observer la présence d'un panus avec dégradation du cartilage fémoral et atteinte de l'os sous-
chondral ; le compartiment tibial semble intact. C. IRM correspondant au genou controlatéral contréle.

Dans le cas des genoux arthrosiques, nous avons observé une augmentation progressive des
interlignes articulaires, tant sur le versant médial que latéral (figure 23), les valeurs étant
significativement plus élevées 28 jours aprés I'induction par sSLCA. D’autre part, nous avons
eégalement not€, pour les genoux sains et arthrosiques, une corrélation faible mais significative
entre l'interligne articulaire relevé en IRM et la somme des épaisseurs moyennes des
cartilages (fémoral + tibial) obtenues en histologie :

- r=0,30 ; p=0,05 dans le cas des genoux controles

- r=0,33 ; p=0,005 dans les genoux opéreés.

Interligne articulaire Interligne articulaire
600- médial . 600- latéral
500+ 500+ .
— 4001 — 400- T
E E * * LCA
<= 3004 =300~ s
< <
— 2004 —200{ F B,
"Bl - El -EF Contrdle
1004 1004 B =
0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Jours aprés induction Jours aprés induction

Figure 23. Graphiques représentant les interlignes articulaires mesurés sur les IRM des genoux sains et
arthrosiques pour chaque temps de I'expérience. Ces interlignes sont significativement plus épais lorsque les
genoux ont subi la section du ligament croisé antérieur (le signe * indique une différence significative (p<0,05)
entre les deux groupes de genoux).
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3.3  Epaisseur du cartilage articulaire

3.3.1 Epaisseurs moyennes en zones portantes

Au sein du compartiment médial, comme révélé par le premier graphe de la figure 24, nous
trouvons une perte d’épaisseur du cartilage fémoral similaire dans les genoux contréles et les
genoux arthrosiques. La confrontation histologique ne se révéle cependant concordante que
pour les genoux sainé. contrario, nous observons un épaississement progressif du cartilage
tibial, ce gain d’épaisseur étant significatif entre les genoux sains et opérés de J28 a J60. En
prenant en considération le versant latéral des genoux, nous relevons une érosion non
significative mais progressive du cartilage fémoral (p=0,66 a J60). Inversement, le cartilage
tibial est le siege d’'un épaississement significatif de J28 a J60, ce phénomeéne traduisant
I'apparition d’un cedéme au sein du cartilage (figure 24).

Fémur médial Fémur latéral
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Figure 24. Graphiques représentant I'évolution des épaisseurs moyennes du cartilage articulaire (fémoral et tibial)
calculées en zones portantes médiale et latérale sur les IRM. Le signe * indique une différence significative
(p<0,05) entre les deux groupes de genoux.

3.3.2 Confrontations des données IRM et histologiques

Dans cette étude, le niveau global de corrélation entre les épaisseurs moyennes recueillies en
IRM et en histologie, pour les 4 compartiments considérés, est non significatif et trés faible de
surcroit (r=0,07). En appliguant la méthode de Bland-Altman, nous observons un biais de
31,98 um entre les deux modalités (la concordance a 95 % s’échelonnant de -64,81 a
99,66 um). Cependant les corrélations se révéelent sensiblement meilleures dans le cas des
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genoux sains pris isolément : r=0,34 ; p<0,001 ; biais : 37,52 um (-24, 61 a 99,66 um). Pour
information, les données concernant les genoux arthrosiques sont : r=-0,09 ; non significatif ;
biais : 28,87 (-92,67 a 146,4).

3.4  Volume du cartilage articulaire

Comme nous pouvons le constater sur les rendus volumiques de la figure 25, le processus
arthrosique est responsable d’'une érosion progressive du cartilage fémoral, majoritairement
sur le versant médial. Paradoxalement, la quantification volumétrique ne démontre une
diminution significative qu’a J28 par rapport aux genoux contréles (figure 26.A). Ceci peut
étre expliqué par l'effet compensateur d’cedemes chondraux périphériques. Concernant le
tibia, nous relevons un épaississement du cartilage sur le versant médial. Cet épaississement
apparait, de maniere significative, a J28 par rapport aux genoux sains et est d’autant plus
flagrant & J60 (p=0,009) que ce soit pour les volumes bruts ou les données normalisées par
rapport a la taille de l'os tibial (figure 26.B et C.). Pour le versant latéral, les modifications
volumiques du cartilage tibial arthrosique sont moins marquées : nous ne remarquons qu’une
différence significative a J28 pour le volume brut entre les deux groupes de genoux (figure
26.B).

Genoux gauches contrbles Genoux droits opérés

7 jours
apres
induction

40 jours
apres
induction

60 jours
apres
induction

Figure 25. IRM et rendus volumiques correspondants des genoux de rats normaux et arthrosiques. Le cartilage
fémoral est représenté en vert, les compartiments tibiaux sont codés en bleu pour le versant médial et en
magenta pour le versant latéral. Une forte inflammation de la membrane synoviale est observable 7 jours apres
induction (section du ligament croisé antérieur). Aux temps tardifs (J40 et J60), nous remarquons la dégradation
du cartilage fémoral (notez I'apparition de trous) ainsi que la présence d’atteintes de I'os sous-chondral.
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Figure 26. Graphiques représentant I'évolution (A.B.) des volumes du cartilage articulaire (compartiments fémoral
et tibiaux) ainsi que (C.) des volumes normalisés du cartilage des plateaux tibiaux. Le signe * indique une
différence significative (p<0,05) entre les deux groupes de genoux.

3.5  Scores histologiques

La lecture des lames histologiques (figure 27) a permis de relever des évolutions différentes
pour chaque groupe de genoux. En effet, bien que les degrés d’atteinte entre les 5 temps
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exploratoires soient relativement stables, il existe une nette différentiation des genoux opérés
par rapport a leur homologues contréles (p<0,0001). Cette différence s'observe aussi bien
pour le score histologique dédié aux atteintes du cartilage que celui s’intéressant a
I'inflammation de la membrane synoviale.

Contréle

RS, lumiére polarisée
Figure 27. Représentation des 3 colorations (+ une en lumiére polarisée) utilisées pour I'analyse des prélévements et
I'établissement des scores histologiques, grossissement x10.

4 Discussion

Au cours de cette étude, nous avons pu observer une diminution du volume et de I'épaisseur
(en zone portante) du cartilage fémoral. Ce phénoméne a lieu au niveau des genoux
arthrosiques comme au niveau des genoux contréles. Cependant, les pertes de substances
chondrales deviennent plus marquées pour les genoux pathologiques. Concernant le tibia, les
variations morphologiques du cartilage articulaire évoluent de maniére surprenante puisque
celles-ci augmentent au cours du temps. Ceci peut s’expliquer par la formation d’cedémes au
sein de la matrice du cartilage qui ‘gonflent’ artificiellement le tissu chondral. Une approche
intéressante serait de pouvoir normaliser les données des genoux arthrosiques par rapport a
leur homologue contrdle afin de s’affranchir des modifications liees a I'age des animaux, et ne
se consacrer ainsi qu’'a I'analyse des valeurs relatives a I'évolution de la pathologie.

Choix du modele animal

Malgré le fait que le modéle de section du ligament croisé antérieur soit pleinement validé
[Bendele, 2002; Batistet coll, 2004; Appletonet coll, 2007] et corresponde a la symptomatologie
humaine [Meyer et coll, 2008} une interrogation peut survenir quant au recours de ce modele
expérimental pour induire une arthrose dans notre étude. En effet, nous avons pu observer une
forte inflammation du genou dans les temps précoces de l'expérience. Ce phénomeéne
inflammatoire peut accentuer la cascade des réactions conduisant a la maladie arthrosique
[Samuelset coll, 2008] et engendrer des lésions ailleurs qu’en site articulaire porteur. Les
variations du volume du cartilage peuvent ainsi s’en trouver biaisées par rapport a un modele
purement mécanique. L'impact de linflammation aurait pu étre évalué par la constitution
d’'un groupe d’animauxSham (ouverture du genou sans section du ligament). En revanche,
les scores histologiques ne laissent aucun doute sur I'efficacité du modele puisqu’ils révéelent
clairement une différence entre les deux types de genoux.

Une autre remarque que nous pouvons formuler quant a I'espece choisie est le fait que le rat

soit quadrupede et ne dispose pas de la méme géométrie articulaire que 'Homme. Les forces
biomécaniques appliquées lors de la marche a quatre pattes ne sont donc pas les mémes que
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celles retrouvées chez les bipédes. Ainsi, nous pouvons penser qu'un méme modeéle aurait pu
avoir davantage de conséquences si le modéle avait été bipede, du fait d’'une répartition moins
divisée des charges. Il est a noter que pour limiter ce probléme, certains auteurs emploient des
méthodes destinées a forcer la marche des rongearst coll, 1998; Appletonet coll, 2007;

Appleton et coll, 2008} D’un autre c6té, la position des genoux au sein de I'antenne IRM ne
correspond pas a la posture physiologique du rat éveillé. Néanmoins, I'analyse volumique ne
tient pas compte de cette disposition pour évaluer les modifications volumétriques du
cartilage. De la méme maniére, les épaisseurs moyennes en zones portantes ont été réalisées
en segmentant 'ensemble du cartilage articulaire, et non pas en se limitant aux seules zones
en contact réel lors de I'acquisition.

Confrontations des résultats

Concernant l'étude du cartilage arthrosique, notre travail révele de piétres niveaux de
concordance entre les mesures issues de I'IRM et de I'histologie. Ceci peut s’expliquer par
plusieurs facteurs :

- Parameétres intrinseques (inflammation)
Les faibles niveaux de corrélation observés entre les deux modalités d’'imagerie sont dus en
partie aux difficultés rencontrées lors de la segmentation du cartilage articulaire, tant au
niveau de I'IRM que de I'histologie. En effet, la présence d’une synovite importante couplée a
un pannus directement en contact du cartilage rend la délimitation des tissus compliquée. Sur
les lames histologiques, nous pouvons nous rendre compte des remaniements importants que
subissent I'ensemble des tissus en présence (cartilage, os, membrane synoviale). En certains
endroits, nous ne distinguions gu’avec difficulté le cartilage articulaire. Ces modifications,
dues au processus arthrosique couplé a I'inflammation, sont relativement moins prononcées
sur les IRM en pondération T1, cependant, la similitude de contraste observable entre les
tissus inflammés et le cartilage articulaire rend, la aussi, les délimitations ardues.

- Biais dus a la préparation des échantillons
D’autre part, tout comme dans notre précédente étude concernant la maturation du cartilage, il
est difficile de faire correspondre exactement les lames histologiques avec les IRM. En effet,
les lames histologiques sont tributaires de I'orientation imposée au bloc de paraffine lors de
l'inclusion. La présence d’'une véritable ‘gangue inflammatoire’ lors de la préparation de
I’échantillon rend la détermination des structures anatomiques plus compliguée et explique les
eventuels ‘défauts de devers’ lorsque le genou est divisé en deux parties selon le plan sagittal
médial avant leur inclusion en paraffine. De plus, il est établi que les échantillons peuvent étre
altérés aux décours des processus de découpe et de déshydraiatiertoll, 2003} En effet,
le processus arthrosique est responsable, comme nous avons pu le constater et comme montré
par d’autres auteur€hou et coll, 2008} d'un phénomene d’hydratation (cedéme) au sein du
cartilage articulaire. Lors de la déshydratation des échantillons, processus nécessaire a
I'inclusion en paraffine, le contenu hydrique interstitiel et intra-matriciel est éliminé. Il est
clair que ce phénoméne conduige fine a une différence notable des observations
histologiques (échantillons ‘secs’) par rapport a celles obtenues en IRM (tissus
physiologiquement hydratés).

- Différence de résolution
Enfin, il est a noter que I'épaisseur des lames histologiques est de 5 um, alors qu’elle est de
94 um pour les coupes IRM. Le fait que les coupes IRM soient plus épaisses peut induire un
phénomeéne de ‘moyennage’ selon la profondeur des voxels, phénomeéne que I'on peut alors
qualifier ‘d’artéfact de volume partiefBydderet coll, 2007} De ce fait, ce moyennage peut étre
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responsable d’'un masquage ou ‘lissage’ de défects locaux observables plus finement en
histologie.

5 Conclusion

Cette étude répertorie pour la premiere fois des données morphologiques (volume et
épaisseurs) du cartilage articulaire dans un modéle d’arthrose expérimental chez le rongeur.
Au dela de l'avancée technologique, cette étude permet de visualiser et quantifier les
conséquences d’'un tel modéhevivo. Les mesures réalisées attestent de I'acuité de I'IRM a
haute résolution spatiale dans le suivi quantitatif des pertes chondrales. Ces données
suggerent que la technique pourra étre utilisée ultérieurement pour évaluer I'efficacité de
nouveaux traitements chondroprotecteurs ainsi que les solutions chondro-régénératrices issues
de l'ingénierie tissulaire.
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Cartographie T2 du cartilage rotulien a 1,5 Tesla : étude
clinigue d’'une cohorte de volontaires sains agés de 10 a
65 ans
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1 But

Dans ce travail, nous avons voulu déterminer l'influence des parametres anthropométriques
(age, sexe, indice de masse corporelle) sur le cartilage articulaire rotulien au sein d’'une

population humaine saine. Notre étude porte sur le calcul du temps de relaxation transversal
(T2) du signal RMN. En effet, ce parametre physique est intimement lié aux caractéristiques

intrinseques du tissu biologique étudié. Le niveau d’organisation architecturale de la matrice

extracellulaire du cartilage ainsi que son degré d’hydratation peuvent étre explorés par la

technique de cartographie des valeurs de T2. Nous avons opté pour cette « biopsie virtuelle »
afin de démontrer son intérét dans la quantification des variations biochimiques, liées aux

parametres anthropométriques, du cartilage rotulien.

2 Matériels et méthodes

2.1 Recrutement des volontaires sains

Une soixantaine de volontaires a répondu favorablement a notre demande de participation a
I’étude. Cependant, nous avions choisi de n’'incorporer que des personnes strictement saines
aux regards de leur cartilage articulaire rotulien. Ainsi, suite a la sélection de ces volontaires
selon quatre closes définies plus bas, nous avons pu réaliser notre exploration IRM sur une
cohorte de 41 personnes saines agées de 10 a 65 ans. Pour chaque individu, leurs
caractéristiques démographiques sont recueillies : age, sexe, taille et poids. L'indice de
Quételet, ou indice de masse corporelle (IMC), a été déterminé (poids (kg) divisé par la taille
(m) élevée au carré), bien que le nombre d’individus avec un BMI &e2@) (se soit révelé

in fine trop faible pour en évaluer l'influence sur les caractéristiques IRM (valeurs de T2) du
cartilage articulaire. Le protocole de I'étude est expliqué aux volontaires et leur consentement
éclairé recueilli avant la poursuite des investigations.

Six classes sont créées afin de répartir, selon I'age, I'échantillon de la population :

- groupe A: 10 a 15 ans, n=6 (n : nombre d’individus par groupe),

- groupe B: 16 a 25 ans, n=9,

- groupe C: 26 a 35 ans, n=6,

- groupe D : 36 a 45 ans, n=7,

- groupe E : 46 a 55 ans, n=6,

- groupe F : 56 a 65 ans, n=7.
Notre cohorte est constituée de 19 hommes pour 22 femmes, cette parité étant bien conservée
pour I'ensemble des groupes.

Nous avons défini 4 criteres afin d’inclure uniquement des personnes ayant un cartilage
articulaire sain :

- absence de traumatisme du genou,

- pas de pratique de sport intensif et violent,

- absence de souffrance ou douleur ressentie au niveau du genou,

- aspect laminaire normal et homogéene du cartilage articulaire sur une séquence IRM

préliminaire (Fast Spin Echo (FSE) pondérée T2).

De plus, les contre-indications habituelles a I'examen IRM constituérent des causes
inaliénables d’exclusion de notre étude : claustrophobie, éclats ou implants métalliques dans
des parties sensibles du corps humain, femme enceinte. Enfin, nous demandons aux
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volontaires incorporés dans le protocole de rester allongés, immobiles, pendant une période de
30 minutes avant les examens IRM. Cette période d’inactivité motrice est destinée a limiter
les variations du contenu hydrigue intra-cartilagineux liées aux forces de compyesgi@m

et coll., 1999]

2.2 Protocole d’acquisition IRM

Chaque volontaire est positionné en décubitus dorsal au sein d'un imageur clinique de 1,5
Tesla (Signa Echospeed, General Electric Medical System, Milwaukee, WI), équipé de

gradients de 33 mT/m. Le genou choisi pour I'étude est placé en position neutre dans une
antenne émettrice / réceptrice spécifigue au genou (General Electric Medical System,
Milwaukee, WI). La surface articulaire de la rotule se retrouve alors orientée parallelement au

champ magnétiqueoBde facon a limiter les effets indésirables de I'angle magiqaet coll,

2002; Grunder, 2006]Les IRM du genou sont obtenues selon des acquisitions axiales, dont les

paametres intrinseques sont listés ci-dessous :

Séquences :écho de spin a 4 temps d’échos, pondération T2
Temps de Répétition (TR) :3500 ms
Temps d’Echo (TE) : 4 TE différents : 16, 32, 48 et 64 ms
Champ devue :12 x 12 cm
Matrice d’acquisition : 256 x 192 pixels
Résolution dans le plan 0,47 x 0,47 mm
Epaisseur de coupe 5 mm
Espace inter-coupes (GAP) 0,5 mm
Nombre d’excitations : 2
Nombre de coupes :48
Durée d’acquisition : 25 minutes

2.3  Traitement numeérique des IRM

L'intégralité du traitement des images a été réalisée sur ordinateur de type PC a l'aide d’'un
outil spécifigue développé dans I'environnement de programmation Matlab® (Mathworks
Inc, Natick, MA) par l'unité de recherche IADIntagerie Adaptative, Diagnostique et
Interventionnelle, Nancy) du Professeur Jacques FELBLINGER. L’interface graphique
permet de sélectionner 4 coupes axiales couvrant I'intégrité de la rotule, et de segmenter le
cartilage articulaire ainsi que l'os sous-chondral. Ce logiciel géere ensuite le calcul des
cartographies des temps de relaxation transversaux (T2) ainsi que l'interpolation délivrant les
profils des valeurs de T2 en fonction de la profondeur du cartilage.

La procédure de segmentation consiste en un contourage manuel des limites anatomiques des
structures d'intérét (cartilage articulaire et os sous-chondral rotuliens). Le contraste marqué
existant sur les IRM a TE court (16 ms) permet une segmentation aisée de linterface
inférieure (cartilage / os sous-chondral). En revanche, la surface articulaire du cartilage est
segmentée sur les IRM a TE long (64 ms) car la limite cartilage / fluide synovial y est
davantage contrastée. L'os sous-chondral rotulien est segmenté automatiquement en regard
des délimitations tracées pour le cartilage articulaire.
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2.4 Création des ROls et calcul du T2

Afin d’obtenir une échelle d’analyse plus fine pour I'étude du cartilage, nous avons divisé la
rotule en 8 régions d'intérét (ROI) (figure 28). Les IRM axiales, dont I'épaisseur cumulée
couvre l'intégralité de la rotule, nous permettent de diviser la rotule en 4 tranches réguliéres :
proximale, médiane-supérieure, médiane-inférieure et distale. Chacune de ces tranches est
ensuite sub-divisée en 2 parties selon les versants anatomiques médial et latéral de la rotule
constituant ainsi les 8 ROI suivantes : proximales médiale (PM) et latérale (PL), médio-
supérieures médiale (MSM) et latérale (MSL), médio-inférieures médiale (MIM) et latérale
(MIL), ainsi que distales médiale (DM) et latérale (DL).

La premiére image axiale sur laquelle le cartilage rotulien est identifié de facon non
équivoque est considérée comme étant la tranche proximale. Les coupes IRM suivantes
constituent les 3 autres tranches (la hauteur de la rotule au sein de notre cohorte étant en
moyenne de 4 coupes).

L
Proximale A PL PM Il
- E
Médiane- T
- MSL MSM
supérieure g D
Médiane- R w4 I
inférieure A
Distale L Vy L
A, B

Figure 28. Représentation des 8 régions d'intérét de la rotule a partir des 4 coupes axiales (A) et selon la
séparation anatomique en versants latéral et médial (B).

De cette maniére, nous pouvons étudier sur la rotule entiere ou sur les 8 ROIs
indépendamment :
- le T2 moyen cartilagineux global2g (épaisseur totale du cartilage), superficiel,
T2s (surface articulaire uniquement) et profoi@p (interface cartilage / os sous-
chondral)
- le T2 moyen de I'os sous-chondral rotulien, T2o0.
Le calcul des valeurs de T2 a été réalisé selon un algorithme précédemment validé par
d’autres auteurgDardzinskiet coll, 1997} D’une maniere générale, les IRM découlant des 4
temps d'écho différents refletent la décroissance de lintensiéd& signal RMN.
L’expression mathématique de ce déclin s’exprime selon une loi mono-exponentielle
décroissante explicitée ci-dessous :

S(t)= Sox exd‘%z) Eq. 4

ou S est lintensité du signal au temps t=0, et T2 étant le temps de relaxation transversal. Les
valeurs de T2 sont ainsi obtenues par interpolation de courbe selon la méthode des moindre
carrés (Matlab® Curve Fitting Toolbox) et les cartes T2 générées pixel par pixel (figure 29).
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Cartographie T2
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Figure 29. Représentation du calcul des cartes T2 : a partir de la séquence IRM pondérée T2 a 4 temps d’échos
(TE) différents, I'algorithme va déterminer, pixel par pixel, la décroissance du signal RMN puis extraire la valeur
de T2 correspondante.

2.5 Profils de valeurs de T2

Afin d’évaluer les variations topographiques (selon la profondeur des couches cartilagineuses)
des valeurs de T2, nous avons réalisé des profils de T2 selon la maniére suivante :

au sein du tissu cartilagineux et orthogonalement a I'interface cartilage / os sous-chondral, un
lot de segments est automatiquement géenéré, couvrant l'intégralité du cartilage articulaire.
Chagque pixel de la carte des valeurs de T2 appartenant a I'un des segments peut alors
exprimer une valeur de T2 en fonction de sa distance par rapport a I'os sous-chondral. Pour
permettre une comparaison entre des individus dont I'épaisseur du cartilage articulaire est
différente, la longueur des segments est normalisée en proportion de [I'épaisseur
cartilagineuse. De ce fait, la longueur de chague segment est définie a ‘1’, la profondeur des
pixels pouvant ainsi étre comprise entre ‘O’ (niveau de la surface articulaire) et ‘1’
(profondeur correspondant a l'interface cartilage / os sous-chondral). Enfin, nous réalisons
une interpolation de maniere a obtenir un ré-échantillonage de 10 valeurs de T2 équitablement
répartis le long de chaque segment (seuls les segments ayant une longueur réelle de plus de 3
pixels sont pris en compte dans cette étape).

Finalement, nous obtenons 10 valeurs topographiques de T2 en fonction de la profondeur du
cartilage, renseignant ainsi sur les gradients de T2 de la surface articulaire jusqu’a l'interface
avec I'os sous-chondral (figure 30).

2.6  Analyse statistique

L’ensemble de nos résultats a été traité par analyse de la variance (ANOVA), qui, lorsque ses

conclusions se sont révélées significatives, a été suivie du test de Student. D’autre part, nous
avons également réalisé des calculs de corrélation de Pearson. Nous avons utilisé le seuil de
significativité classiqguement admis (p=0,05). Tous les calculs statistiques ont été réalisés avec

le logiciel GraphPad Prism 5 © (GraphPad Software Inc).
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3 Résultats

3.1 Reproductibilité intra- et inter-opérateur

Deux opérateurs entrainés et nayant pas connaissance des données démographiques de la
popuktion étudiée ont lu et segmenté les IRM de facon autonome. Chaque opérateur a répété
les opérations a deux reprises. La reproductibilité intra-opérateur est de 0,92, 0,84 et 0,91 pour
le T2g, T2s et T2p respectivement. Au niveau de la reproductibilité inter-opérateur, les
valeurs sont de 0,86, 0,75 et 0,90.

3.2 T2 sur rotule entiere

Lorsque I'on considere I'ensemble du cartilage rotulien, les valeurs de T2g, T2s et T2p sont
respectivement de 29,35+ 2,64 ms, 34,21+ 3,18 ms et 23,05+ 2,79 ms. Nous n’avons
observé aucune différence significative entre les hommes et les femmes, que se soit pour les
valeurs de T2 globales, superficielles et profondes. L'analyse de la variance (ANOVA) ne
révéle pas de différence entre les 6 groupes d’age concernant le T2 global et le T2 superficiel.
En revanche, dans le cas du T2 profond, nous avons relevé des différences significatives
entre :

- le groupe A par rapport aux groupes B (p=0,0008), C (p=0,0108) et D (p=0,0011),

- le groupe F par rapport aux groupes B (p=0,0397) et D (p=0,0457).
Néanmoins, nous avons établi un lien de corrélation faible mais significatif entre 'age des
volontaires et le T2 global (r=0,35 ; p=0,02) ainsi que pour le T2 superficiel (r=0,40 ; p=0,01),
corrélation que l'on ne retrouve pas dans le cas du T2 profond. Concernant I'os sous-
chondral, nous n’avons noté aucune différence significative entre les groupes d’'age, ni de
variation selon la profondeur. La valeur moyenne de T2 de I'os sous-chondral est de : T20 =
58,64 + 0,14 ms.

3.3  Analyse du T2 selon les 8 ROI

Bien que le processus de vieillissement n’ait que relativement peu d’influence sur le cartilage
considéré dans son ensemble, I'analyse du T2 & une échelle régionale révele des modifications
plus intéressantes, comme le montre les trois paragraphes suivants.

331 Disparité du T2 selon les 8 ROI

Sans tenir compte, dans un premier temps, de I'dge des volontaires, nous avons relevé des
disparités de valeurs de T2 au niveau régional au sein du cartilage rotulien. En effet,
’TANOVA a permis de montrer gu'’il existe des différences prépondérantes dans les valeurs de
T2 pour les ROI PM et PL ainsi que DM et DL en comparant chacune des ROI les unes aux
autres. Ce phénomeéne est rencontré pour les valeurs de T2g, T2s mais aussi T2p, comme le
montre le tableau 3.
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Tableau 3. Tableau regroupant les valeurs de T2 pour chaque région d'intérét (ROI) et pour I'ensemble du
cartilage rotulien. Les valeurs sont données pour I'épaisseur globale du cartilage (T2g), la zone superficielle (T2s)
ainsi que pour la zone profonde (T2p), et ce, pour chacun des 6 groupes d'age. La comparaison statistique des
différences inter-ROI est représentée de la maniére suivante : lorsque I'on considére une ROI en particulier (en
gras dans le tableau), les ROI statistiquement différentes (p<0,05) de cette derniere sont surlignées en gris.

3 Rotule
< PM MSM MIM DM PL MSL MIL DL entiére
A 27.37 (1.98) 28.26 (3.10) 29.23 (4.82) 33.48 (4.13) 26.48 (2.61) 27.98 (2.13) 28.59 (5.45) 33.90 (3.70) 29.32 (1.73)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
B 30.32 (3.48) 25.97 (2.92) 25.41 (2.13) 29.39 (6.35) 30.35 (3.30) 27.08 (3.28) 27.38 (2.55) 31.03 (2.63) 28.39 (2.00)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM  MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM  MSL | MSM MSL MSM MSL MSM MSL | MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
C 28.33 (4.92) 27.43 (4.44) 27.22 (3.31) 31.40 (4.38) 30.25 (4.24) 28.21 (3.01) 27.61 (2.25) 37.07 (3.87) 29.13 (2.43)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
— MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
2} MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
é DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
o D 29.39 (3.18) 29.33 (3.59) 26.14 (3.48) 29.31 (3.39) 26.62 (4.51) 26.51 (4.06) 24,90 (2.43) 30.80 (4.07) 27.77 (3.02)
N PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
= MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
E 34,54 (6.08) 29.31 (4.92) 28.34 (4.75) 28.28 (4.07) 35.23 (6.44) 30.08 (5.11) 28.25 (5.10) 28.14 (4.94) 30.41 (3.54)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
F 31.96 (4.11) 30.98 (1.82) 30.55 (3.32) 31.95 (2.53) 31.30(3.14) 30.23 (4.22) 31.73 (2.81) 33.72 (6.24) 31.45(1.89)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
A 31.38 (3.26) 31.73 (5.14) 32.13 (2.92) 37.33 (4.98) 29.76 (2.88) 31.95 (2.43) 30.51 (5.03) 38.22 (4.66) 32.80 (1.61)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
B 34.20 (2.45) 30.37 (3.32) 29.28 (3.26) 36.13(11.28) 35.48 (4.00) 32.63 (5.35) 32.85 (3.61) 37.75 (3.83) 33.75(2.79)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
C 32.55 (4.66) 32.62 (3.44) 30.84 (2.96) 34.82 (4.10) 35.79 (4.40) 33.15 (2.77) 31.63 (2.78) 41.13 (4.96) 33.84 (2.65)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
— MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
2} MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
é DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
w D 34.36 (2.97) 34.00 (5.33) 32.42 (4.62) 34.93 (2.66) 30.46 (4.92) 32.37 (4.22) 28.79 (2.61) 37.29 (4.65) 32.72 (3.38)
f} PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
E 37.76 (6.15) 32.58 (5.59) 33.96 (6.28) 36.00 (8.31) 40.79 (9.77) 36.11 (5.34) 33.66 (5.90) 33.78 (4.41) 35.98 (4.02)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
F 36.88 (5.84) 35.04 (2.92) 34.71 (2.03) 35.85 (1.84) 36.02 (3.39) 35.33 (5.92) 36.61 (2.12) 38.83 (8.89) 36.29 (3.29)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
A 24,05 (3.56) 23,95 (6.04) 25.45 (5.20) 29.28 (6.04) 24,42 (5.92) 25.13 (4.84) 26.17 (5.09) 29.67 (5.20) 26.13 (3.37)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL MSM MSL MSM MSL | MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MiL MIM MIL MIM MiL MIM MiL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
B 24,58 (4,51) 20,22 (2,36) 20,01 (1,76) 23,18 (7,55) 22,81 (3,55) 19,13 (2,60) 20,59 (2,65) 22,61 (2,57) 21,48 (1,48)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
(03 21.46 (4.06) 20,19 (2.41) 21.44 (3.22) 2492 (6.47) 22,83 (3.11) 20.09 (1.82) 21.49 (0.77) 30.57 (5.46) 22,41 (1.31)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
— MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM  MSL | MSM MSL MSM MSL MSM MSL | MSM MSL
2] MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
é DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
o D 24,25 (4,07) 22,38 (2,81) 19,55 (2,51) 23,34 (4,41) 21,78 (2,73) 18,84 (3,54) 19,18 (1,68) 22,80 (3,47) 21,41 (2,40)
N PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
= MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL MSM MSL MSM MSL [ MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
E 29,34 (6,60) 23,04 (3.63) 21,72 (3.44) 22,63 (3,98) 28,59 (5,18) 22,47 (3,97) 20,90 (3,30) 20,71 (3,86) 23,73 (2,98)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM  MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL MSM MSL MSM MSL | MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MiL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
F 26.80 (4.98) 24,15 (1.45) 24,74 (4.95) 22.60 (2.49) 24,65 (3.56) 21,92 (2.20) 23.21 (3.84) 25,50 (2.88) 24,06 (2.53)
PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL PM PL
MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL | MSM MSL MSM MSL MSM MSL | MSM MSL
MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL MIM MIL
DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL DM DL
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3.3.2 Variations régionales liées a I'dge

Dans un second temps, I'analyse de la variance, a I'échelle régionale, a également permis de
montrer des modifications significatives de T2 en fonction de I'dge des volontaires, pour
certaines ROI :

- T29:

(@)

PM (p=0,04) entre le groupe E et les groupes A, C et D.

o PL (p=0,007) entre le groupe E et les groupes A, B, C et D, ainsi qu’entre le
groupe F et les groupes A et D.

o MIL (p=0,03) entre le groupe F et les groupes B, C et D.

o PL (p=0,008) entre le groupe A et les groupes B, E et F, ainsi gu’entre les
groupes D et E.

o MIL (p=0,01) entre le groupe F et les groupes A, C et D, ainsi qu’entre le
groupe D et les groupes B et E.

o MSL (p=0,01) entre le groupe A et les groupes B, C et D.

o MIM (p=0,02) entre le groupe A et les groupes B et D, ainsi qu’entre le
groupe F et les groupes B et D.

o MIL (p=0,006) entre le groupe A et les groupes B, C, D et E, ainsi qu’entre
les groupes D et F.

o DL (p=0,001) entre le groupe A et les groupes B, D et E, ainsi gu’entre le
groupe C et les groupes B, D, E et F.

En résumé, bien que les ROI PM, PL, MSL, MIM et DL soient affectées par le processus de

vieillissement, nous remarquons que la ROI MIL est le siege préférentiel des variations de T2
lies a I'age, puisqu’elle est touchée aussi bien au niveau T2g, T2s et T2p.

3.3.3 Profils des valeurs de T2 selon la profondeur du cartilage

Notre étude confirme la présence d’'un gradient des valeurs de T2 de la superficie a la
profondeur du cartilage articulaire (figure 30). Aussi, afin de déterminer si le processus de
vieillissement agit sur ce gradient, nous avons procédé a I'analyse des profils de T2 de chaque
groupe d’age. D’'apres les tracés des profils, il nous est apparu pertinent de modéliser ces
profils selon une fonction affine (g=x+b). En effet, le coefficient de détermination est
0,94<R2<0, 99 selon les groupes d’age. Ainsi, il nous est possible d’obtenir, pour chaque
profil, une valeur de penta) et d'ordonnée a l'originebj. La pente nous renseigne sur la
rapidité de la chute de T2 selon la profondeur du cartilage, c’est-a-dire I'amplitude du
gradient de T2 entre la superficie et la profondeur. Quant a I'ordonnée a l'origine, elle nous
renseigne sur la valeur de T2 superficielle dont va aussi dépendre le restant du profil.
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Se faisant, I'analyse de la variance nous révele des différences significatives dans :

- les valeurs de pente entre le groupe A et les groupes B, C, D, E et F (p<0,0002), ce
qui traduit une décroissance différente, et notamment plus lente, du groupe A vis-a-
vis des autres groupes,

- les ordonnées a l'origine entre les groupes :

o A versusE et F (p<0,01)

o0 B versusF (p<0,01)

o D versusE et F (p<0,03),
ce qui traduit une augmentation du T2 superficiel chez les personnes agées de plus
de 45 ans, ainsi qu’un retentissement sur I'ensemble de leur T2, puisque les pentes,
elles, ne sont pas différentes des groupes plus jeunes (mis a part le groupe A).

T2 (ms)

B OR B B

Valeurs de T2 (ms)
H 2 H 8 B

(1]

- 0.5
c = Profondeur normalisée

»3

o
E cak | i i
Groupes d'ages E du cartilage rotulien

Figure 30. Représentation des profils, pour les six groupes d’age, des valeurs de T2 pour le cartilage de la rotule
entiére exprimées selon la profondeur normalisée du cartilage.

4 Discussion

A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude présentant les valeurs de temps de
relaxation transversal (T2) de I'os sous-chondral et du cartilage rotulien chez 'lHomme sain
durant la maturation et le processus de vieillissement. Nous avons apporté un soin particulier
dans la sélection des volontaires afin de n’incorporer que des personnes présentant un
cartilage rotulien tout a fait sain, afin de ne pas biaiser I'étude par des phénomenes
pathologique. Ce type d'expérience est important, puisqu’il y est pertinent d'évaluer
d’éventuelles variations ayant cours au sein dun cartilage normal sous leffet du
vieillissement avant de s’atteler a I'étude des atteintes pathologiques.

La cartographie T2 offre la possibilité de sonder indirectement la composition et I'architecture
de la matrice extracellulaire du cartilage. De nombreuses études se sont penchées sur les
dépendances du T2 vis-a-vis du contenu hydrique, de la concentration en protéoglycannes
(PG) et en collagenes, de lintégrité du réseau collagénique et de l'anisotropie de son
architecture. Ainsi, I'équipe de Lus§aisseet coll, 1995; Lusseet coll, 2000] a démontré une
relation linéaire inverse entre le contenu en eau et le temps de relaxation transverse du
cartilage. De méme, l'influence des protéoglycannes a été évaluée en employant des modeles
de dégradation enzymatigue ou des spécimens arthrosiques. Dans ce domaine, des résultats
discordants ont été obtenus par différents auteurs : en effet les travaux de I'équipe de Regatte
n'ont pas montré de différences significatives du T2 dans un cartilage ayant subi une
dégradation des PG, et les auteurs ont conclu a l'insensibilité de la cartographie T2 par
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rapport aux pertes en PBegatteet coll, 2002} En revanche, I'équipe de Waypmeayneet coll,

20031 montre un effet sensible de I'extraction des PG sur les valeurs de T2. Les travaux menés
pa le passé dans notre laboratoire ont cependant révélé un impact du degré de déplétion en
PG puisque ayant pour effet une augmentation du T2 gjohaln-Pinzanoet coll, 2005} Ces
modifications de T2 semblent correspondre a des changements de la mobilité des protons au
sein d’'une matrice extracellulaire appauvrie en PG.

De la méme facon, de précédentes études menées sur le cartilage rotulien chez le rat montrent
des variations de T2 engendrées par les protéines collagéniques du cartitaget coll,

2001} De plus, le contenu en collagénes semble étre un parametre plus déterminant encore que
la concentration en PG. En effet, aucune différence de T2 n’'a été observée dans un cartilage
normal ou déplété en PG, alors qu'un T2 augmenté est relevé dans des sites cartilagineux
ayant subi des dommages au niveau du réseau collagénigjuny et coll, 1999] L'équipe de

notre laboratoire a également souligné I'importance de I'organisation et l'intégrité du réseau
de collagéne vis-a-vis des variations spatiales du T2 au sein du cartilage artiolsagiret

coll., 2001} Ainsi, la cartographie semble préférentiellement étre liée a I'architecture des fibres
de collagéne et, dans une moindre mesure, sensible aux variations du contenu en PG du
cartilage.

Pourquoi la rotule ?
Dans le domaine de I'lRM ostéoarticulaire, il n’est pas rare que les travaux se focalisent en
premier lieu sur I'étude du genou. Plusieurs facteurs argumentent ce choix :

- la maladie arthrosique est frequemment retrouvée au niveau du genou et constitue
un haut degré d’invalidité, notamment chez les populations agées. La gonarthrose
possede la prévalence la plus élevée en ce qui concerne ce type de pathologie chez
'Homme.

- Le genou, articulation portante, posséde les cartilages les plus épais du corps
humain, est rend ainsi leur examen plus aisé.

Notre présente étude exploratoire se limite & 'examen du cartilage articulaire de la rotule. Ce
choix se justifie, lui aussi, par I'épaisseur conséquente du cartilage rotulien et par sa forme
relativement planaire, ce qui en facilite la délimitation. D’autre part, I'équipe de Smith

et coll., 2001] décrit un comportement similaire (profil de T2) entre la rotule et les cartilages
tibiaux et fémoral. Seule une différence de I'amplitude du profil est observable, puisque celui-
ci est plus étendu dans le cas de la rotule.

Afin d’obtenir une échelle d’analyse plus résolutive des variations du temps de relaxation T2
au sein du cartilage rotulien, nous avons choisi de découper celui-ci en 8 régions d’intérét.
Pour ce faire, nous avons divisé la rotule en un versant médial et un versent latéral suivant la
ligne verticale anatomique séparant les deux facettes rotuliennes. De méme, chacune des
facettes a été subdivisée en 4 régions selon la hauteur des 4 coupes IRM axiales imageant la
rotule. Cette division arbitraire tient compte des deux facettes anatomiques de la rotule, et la
subdivision en 4 tranches est, quant a elle, tributaire de I'épaisseur de coupe paramétrée lors
gue l'acquisition. Cette épaisseur de coupe a été réglée a 5 mm afin d’obtenir une durée
d’acquisition compatible avec un examen IRM effectué sur des volontaires sains vigiles.

Le choix de ces 8 ROIs a permis une premiere approche régionale des valeurs de T2 du
cartilage articulaire rotulien. Nous avons ainsi pu mettre en évidence des différences entre ces
différentes régions, ainsi que des variations de T2 au sein d’'une méme ROI selon les
différents groupes d’age étudiés. Ainsi, nous avons pu remarquer que la ROl médio-inférieure
latérale (MIL) est majoritairement touchée par les modifications de T2 liees a I'age.
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Comparativement, des études ont montré que cette région est en contact du fémur lors du
mouvement[Eckstein et coll, 2006d] et qu’elle est le siége prépondérant des sollicitations
biomécaniquefi. ammentaustat coll, 2006}

Profils des valeurs de T2
Le cartilage articulaire est un tissu hautement spécialisé dont la matrice extracellulaire
présente la particularité d’étre orientée afin de remplir son rdle biomécanique. Il est bien
établi que le cartilage articulaire révele des variations de compositions histologiques et
biochimiques de la surface articulaire a linterface avec I'os sous-chondral. Ainsi, trois
couches sont communément décrites :
- la couche superficielle, composée de fibres de collagéne paralléles a la surface
articulaire,
- la couche transitionnelle ou les fibres sont arquées.
- La couche profonde comporte des fibres radicalement anisotropes puisqu’elles sont
orientées perpendiculairement a la surface articulaire. Cette couche est également
riche en protéoglycannes et eau.

Pour de nombreux auteupdlynarik et coll, 1996; Fragonagt coll, 1998; Nieminenet coll, 2001;

Grunder, 2006] cette organisation matricielle est responsable de I'aspect ‘laminaire’ du cartilage
observable avec les séquences IRM pondérées T2. Ainsi, la cartographie T2 a été développée
afin de quantifier cette particularité architecturale. Pour réellement suivre I'évolution du
temps de relaxation transversal selon la profondeur du cartilage, Mosher et Dardzinski
[Dardzinskiet coll, 1997; Mosheet coll, 2004a; Mosheet coll, 2004bjont proposé I'étude du T2 selon
uneapproche ‘profil de T2'. Ces auteurs font état d’'une diminution du T2 de la superficie a la
profondeur du cartilage et confortent ainsi nos propres observations.

Néanmoins, une divergence d’opinion existe quant a I'effet de I'angle magique (modification
du signal RMN lorsque les fibres sont orientées a 55° par rapport au champ magngtique B
Pour Xia et ses collaborateupsa, 2000; Xiaet coll, 2002} les valeurs de T2 sont extrémement
liees a l'orientation des fibres au sein de I'aimant, par contre M@ghster et coll, 2001]
minimise cet effet d’angle magique et suggere que les contenus hydrique et en PG sont les
responsables majeurs des variations de T2 selon la profondeur du cartilage. L'équipe de
Menezes[Menezeset coll, 2004] penche, elle aussi, pour I'importance des interactions des
molécules d’eau avec les fibres collagéniques et protéoglycanniques pour expliquer les
variations spatiales du T2. De méme, les travaux réalisés précédemment au sein de notre
laboratoire [watrin-Pinzanoet coll, 2005} dans un modéle de déplétion en PG chez le rat,
confortent cette hypothese.

Limitations de I'étude

L’'une des limitations principales de notre étude concerne le faible effectif étudié. En effet, du
fait des criteres de sélection strictes, il nous a été relativement ardu de constituer une cohorte
de volontaires strictement sains. Une autre difficulté rencontrée est la durée de I'acquisition
IRM. En effet, celle-ci était de 25 minutes, ce qui peut aisément devenir une source
d’'artéfacts de mouvements, les volontaires étant éveillés pendant toute la durée de I'examen.
Le cas échéant, 'examen était soit renouvelé, soit purement et simplement éliminé de I'étude
lorsqu’une nouvelle acquisition se révélait impossible. L’emploi de séquences rapides (Fast
Spin Echo) auraient pu réduire ce probleme mais l'utilisation de 4 ‘vrais’ temps d’échos
différent garantissent une interpolation plus fiable de la décroissance du signal RMN afin d’en
déduire le T2.
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5 Conclusion

Notre étude présente pour la premiere fois les valeurs du temps de relaxation transversal du
cartilage et de 'os rotuliens chez 'Homme au cours du vieillissement asymptomatique. Ces
travaux confirment l'existence d'un gradient des valeurs de T2 de la superficie a la
profondeur du cartilage articulaire. De plus, lié au phénoméne de vieillissement, certaines
régions de la rotule (notamment la région médio-inférieure latérale) subissent des variations
plus importantes du T2. Nous émettons I'hypothése que cette région est le siege préférentiel
du développement ultérieur de pathologies chondrales. Cette étude délivre des valeurs de
référence du cartilage articulaire sain afin de caractériser les modifications de T2 rencontrées
dans un contexte pathologique ou pour utiliser la cartographie T2 pour évaluer le degré de
réparation d'un cartilage traité (médicaments et ingénierie tissulaire a visée chondro-
régénératrice).
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Volumétrie par IRM a 1,5 T du cartilage rotulien sain chez
I'Ho mme

Etude préliminaire

Euh... Sésame, ouvre-toi...?
AN, zut...
Rotule, révele-toi !
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1 But

Cette étude préliminaire est destinée a estimer la faisabilité d’'une méthode de quantification
du volume du cartilage articulaire rotulien au sein d’'une population de volontaires sains.
D’autre part, nous avons couplé nos résultats volumétriques a une analyse de I'organisation
matricielle du cartilage en utilisant la technique de cartographie du temps de relaxation (T2).
De ce fait, nous recueillons des informations morphologiques et biochimiques
complémentaires pour I'évaluation par IRM du cartilage articulaire chez 'Homme.

2 Matériels et méthodes

2.1 Recrutement des volontaires

Trente volontaires sains (11 femmes et 19 hommes) ont été sélectionnés apres avoir satisfait a
un questionnaire relatif aux contre-indications connues d’'un examen IRM : stimulateur
cardiaque, clip aneuvrismal cérébral, implant cochléaire, présence de pieces métalliques dans
des endroits sensibles (ceil...), claustrophobie, incapacité de coopérer au protocole. Apres
avoir explicité le protocole aux volontaires, leur consentement éclairé est colligé. De plus,
notre étude se limite a une population d’adultes (> 18 ans) sains, inclus dans le protocole
uniquement s’ils ne pratiqguent pas de sports violents, ne souffrent pas du genou étudié, ni
n'ont eu un passé traumatique au niveau de ce genou. Un examen IRM préalable (séquence
Echo de Spin pondérée T2) montrant strictement un aspect laminaire normal du cartilage
articulaire est réalisé pour confirmer le caractere sain de I'articulation.

L’échantillon de la population étudiée a été stratifié en 5 classes selon I'age des volontaires :
- groupe A :18-25 ans, n=6

groupe B : 26-35 ans, n=7

groupe C : 36-45 ans, n=7

groupe D : 46-55 ans, n=5

groupe E : 56-65 ans, n=5.

Des données démographiques, telles la taille et le poids, ont été enregistrées au moment de
'examen IRM. De méme, I'Indice de Masse Corporelle (IMC) a été calculé en divisant le
poids (kg) des sujets par leur taille élevée au carfg (m

2.2 Protocole IRM

La rotule des volontaires est examinée dans le plan axial a l'aide d’un appareil IRM corps
entier de 1,5 Tesla (Signa Advantage HiSpeed, General Electric Medical System, Milwaukee,
WI) et d’'une antenne standard dédiée a I'étude du genou. Deux types de séquence sont
paramétrés :

134



T ravaux Kéalisés

» Séquence destinée a la génération des cartographies de valeurs de T2 :

Séquences :écho de spin a 4 temps d’échos, pondération T2
Temps de Répétition (TR) :3500 ms
Temps d’Echo (TE) : 16, 32, 48 et 64 ms
Champ de vue :16 x 16 cm
Matrice d’acquisition : 256 x 192 pixels
Résolution dans le plan 0,47 x 0,47 mm
Epaisseur de coupe 5 mm
Espace inter-coupes (GAP) 0,5 mm
Nombre de coupes :48
Durée d’acquisition : 25 minutes

Les valeurs du temps de relaxation transversale (T2) ont été calculées, pixel par pixel, a partir
des quatre échos en utilisant un algorithme d’ajustement de courbe employant un modele
mono-exponentiel décroissant du signal T2. Les valeurs de T2 calculées pour chaque pixel ont
été moyennées selon la profondeur du cartilage, offrant ainsi une valeur de T2 pour de la
globalité du cartilage étudié : le T2 global (T2g).

e Séquence destinée a I'analyse volumétrique du cartilage articulaire :

Séquence : Echo de gradient 3D, pondération T1,
suppression du signal de la graisse
Temps de Répétition (TR) :17,7 ms
Temps d’Echo (TE) : 6,5 ms
Angle de bascule :15°
Champ de vue :12 x 12 cm
Matrice d’acquisition : 320 x 320 pixels
Résolution dans le plan 0,47 x 0,47 mm
Epaisseur de coupe 2 mm
Nombre d’excitations : 1,5
Nombre de coupes :60 coupes jointives
Durée d’acquisition : 10 minutes

A partir de ces coupes volumiques axiales, le cartilage rotulien est segmenté manuellement a
I'aide du logiciel Photoshop© (Adobe Photoshop 6.0.1, Adobe Systems Incorporated) et de
son outil de segmentation semi-automatique ‘lasso magnétigpurensenet coll, 1998; Falca@t

coll., 2000b] Le volume cartilagineux est déterminé en intégrant I'ensemble des voxels
segmentés. De la méme maniere, le volume global de I'os rotulien a été calculé.

La rotule a été numériguement divisée en 8 régions d’'intérét (ROI) : les facettes médiale et
latérale étant subdivisée en 4 coupes axiales d’égale hauteur. Cette étape nous a permis

d’étudier les valeurs de T2g ainsi que le volume cartilagineux pour I'ensemble de la rotule,
mais aussi pour chacune des 8 ROls.

3 Résultats

En utilisant le protocole IRM concernant la séquence d’acquisition volumique et la méthode
de segmentation choisie, nous avons quantifié le volume de différents fantdmes-tests afin de
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déterminer le degré d’exactitude que nous pouvions atteindre dans notre configuration. Pour
déterminer le degré d’exactitude, nous avons calculé l'erreur de justdsseur globale
résultant de toutes les causes pour chacun des résultats de mesure pris isolément, Eq. 5) ainsi
gue I'erreur limite de fidélité Kerreur définissant la dispersion des résultats Eq. 6).

J=v-V
avec J_: erreur de justesse Eq.5

V : moyenne arithmétique des mesures
V : volume du fantdme-test, considéré comme référence.

V max—V min
i - @
2

F =
avec F : erreur limite de fidélité Eq' 6
Vmax : volume mesuré maximal pour un fantdme-test donné
Vmin : volume mesuré minimal pour un fantéme-test donné.

Ainsi, nous obtenons une erreur de justesse de -1,085 mL (soit 0,1 %), et une valeur de
18,565 mL (soit 0,9 %) pour l'erreur limite de fidélité, définissant une exactitude de la
méthode tout a fait acceptable aux vues des précisions relevées en IRM par d’autres auteurs
pour la quantification volumique du cartilage articulgfeterfy et coll, 1994b; Peterfyet coll,

1995}

Concernant les données relatives aux volontaires participant a I'étude, aucune différence
significative n’a été relevée au niveau de I'IMC et du volume osseux entre les 5 groupes de
volontaires. Sans atteindre le niveau de significativité, nous avons noté une tendance de
réduction du volume cartilagineux avec l'age (r= -0,25). Dans le méme temps, une
corrélation modérée mais significative est relevée entre le T2 global et I'dge (r= 0,46, p =
0,01).

D’un autre cété, I'MC (r = 0,52, p = 0,0028) et le volume osseux (r = 0,69, p < 0,0001) se
révelent corrélés de maniere significative au volume cartilagineux global.

L’étude des ROIs montre un volume cartilagineux plus abondant au centre de la rotule, et plus
particuliéerement sur la facette latérale. De méme, les variations de T2 liées a I'age sont plus
prononcées dans cette zone rotulienne centrale. Cependant, la faible corrélation entre la perte
de volume cartilagineux et I'&ge des volontaires reste non significative.

4 Discussion et conclusion

Notre étude révéle des variations des valeurs de T2 du cartilage liées a I'age, au niveau de la
rotule de sujets sains. Ces résultats sont conformes a d’autres études menées par I'équipe de
Mosher [Mosher et coll, 2000; Mosheret coll, 2004b] Paradoxalement, aucune réelle perte de
volume cartilagineux ne fut révélée. Le temps de relaxation T2 du cartilage articulaire est en
relation avec le contenu hydrique du tigsiss et coll, 2002} Afin de mesurer ce temps de
relaxation avec précision, la technique IRM doit étre adaptée : usuellement, une acquisition
écho de spin multi-écho est réalisée, puis le niveau de signal est ajusté selon un modéle
exponentiel décroissant.

Le temps de relaxation T2 du cartilage articulaire caractérise les interactions existant entre les

liquides (eau) de la matrice extracellulaire et la composante solide (réseau collagénique et
contenu en protéoglycann@satrin-Pinzanoet coll, 2005). Dans ce tissu biologique, il existe
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plusieurs pools distincts de molécules d'eau: les molécules associées aux fibrilles de
collagéne, les molécules liées par attractions électrostatiques aux chaines de protéoglycannes,
ainsi que les molécules d'eau libre dans la matrice. C'est ce dernier pool qui est
majoritairement responsable de lintensité du signal relevé en IRM pour le cartilage
articulaire, puisqu'’il reflete le degré de liberté qu’a 'eau a se mouvoir au sein de la matrice du
cartilage. Ce degré de liberté est lié au niveau d’organisation de la matrice et a la teneur en
macromolécules (collagenes, protéoglycannes) du cartilage articulaire.

Par I'emploi de la technique de cartographie, nous obtenons des images codées en couleurs ou
chaque valeur de pixel correspond un temps de relaxatigmoEReret coll, 2004a] Certains

auteurs ont menés des études cliniques afin de mesurer la distribution spatiale du T2 au sein
du cartilage articulaire. Ainsi, chez 'Homme, il apparait que le vieillissement est associé a
une augmentation des temps de relaxation T2 dans la zone transitionnelle du cartilage rotulien
[Mosheret coll, 2000} De plus, dans un contexte pathologique, des augmentations focales de T2
au sein du cartilage sont associées a des dommages matriciels, notamment en terme de
dégradation du réseau collagénigEeodwinet coll, 1998]

Concernant notre présente étude, nous pouvons postuler que les modifications de T2
observées sont le reflet d’'un processus « physiologique » de dénaturation matricielle liée a
'age, et non pas a un phénomene pathologique de type arthrosique, puisque les volontaires
ont été inclus selon des criteres strictes de normalité de leur cartilage articulaire. Toujours

d’apres nos résultats, nous pouvons préciser que dans le cas de volontaires sains,
'augmentation du T2 liée a I'age est plus sensible et site-dépendante que l'analyse des
variations volumiques. Ceci nous laisse a penser que le temps de relaxation T2 reflete des
remaniements asymptomatiques précoces du cartilage articulaire (variations du contenu
hydrique, modifications du réseau collagénique et des protéoglycannes) bien avant

I'apparition d'impacts volumiques (pertes de cartilage).

En conclusion, additionnellement a I'analyse volumétrique du cartilage articilelsesinet

coll., 2004a; Raynaulat coll, 2004; Aminet coll, 2005; Cicuttiniet coll, 2005} la cartographie T2
pemet d’améliorer le suivi du vieillissement du cartilggesher et coll, 2004b] et semble se
placer comme méthode de choix dans I'évaluation de l'efficacité de nouvelles modalités
thérapeutiques (produits pharmacologiques a visée chondro-régénératrice, ingénierie
cellulaire et tissulaire du cartilage). Enfin, cette étude préliminaire montre la possibilité
technique de I'analyse volumétrique du cartilage articulaire, puisque le couplage acquisition
IRM / segmentation manuelle offre une bonne exactitude des mesures.
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Etude de I'architecture matricielle et de la morphologie du
cartilage rotulien sain chez 'Homme

Confrontations T2 / Volume lors du vieillissement
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1 But

Le but de cette étude est de mettre a profit les potentialités de I'lRM pour évaluer et sonder le
cartilage articulaire rotulien. Ce présent travail est focalisé sur une population saine afin de
guantifier les valeurs morphologiques (volume) et biochimiques (temps de relaxation
transversal T2) dans des conditions physiologiques, au cours du processus de vieillissement
chez 'Homme. A notre connaissance, cette étude est la premiere a conjuguer relevées
volumétriques et biochimiques du cartilage rotulien au niveau d’'une population saine agée de
18 a4 65 ans.

2 Matériels et méthodes

2.1 Constitution de la cohorte des volontaires sains

Notre étude a bénéficié de I'approbation de la Commission de Recherche Clinique de Nancy.
De méme, le consentement éclairé des volontaires a été recueilli avant leur incorporation au
sein de la cohorte. Les sujets présentant les contre-indications usuelles vis-a-vis des
procédures IRM (stimulateur cardiaque, implants métalliques, claustrophobie...) sont exclus
de I'étude. De plus, nous avons écartés les sujets souffrant de gonalgies ou ayant un passé
traumatique du genou (pratique de sport violent, fortes sollicitations articulaires
professionnelles...). Les données démographiques telles I'age, le sexe, la taille et le poids sont
colligées, et l'indice de masse corporelle (IMC en kg/m2) est calculé pour chaque sujet
(tableau 4).

Dans le cadre de ces travaux portant uniguement sur une population saine, les volontaires sont
également inclus dans I'étude selon I'aspect laminaire et régulier de leur cartilage patellaire
visualisé sur une IRM préliminaire (séquence Spin Echo pondérée T2 (T2-wSE)). Seuls les
sujets présentant strictement une couche cartilagineuse supérieure réguliére et en hyposignal
(absence de fibrillations cartilagineuses de surface), ainsi qu’'une couche interne sans
anomalies structurales, sont retenus pour les investigations RMN. Ainsi, 30 volontaires sains
ont subi un examen IRM de leur genou asymptomatique, et sont répartis en 5 catégories selon
leur age : A: 16-25 ans (n=6), B: 26-35 ans (n=7), C: 36-45 ans (n=7), D: 46-55 ans (n=5), E:
56-65 ans (n=5).

2.2 Protocoles IRM

Avant chaque examen IRM, les volontaires respectent une période de 30 minutes de repos en
postion assise de facon a limiter les influences biomécaniques de compression au niveau du
cartilage articulairgEcksteinet coll, 1998b; Ecksteiret coll, 1999} Le sujet est ensuite placé en
décubitus dorsal, et une antenne émettrice / réceptrice spécifique est placée au niveau du
genou.

L’'acquisition IRM du genou est effectuée dans le plan axial avec un scanner clinique corps
entier de 1,5 Tesla (Signa Excite, GE Medical Systems, Milwaukee, WIS).

Deux types de séquences d’acquisition ont été paramétrés afin de mener a bien cette étude :
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221 Séquences destinées a la génération de cartographie T2 :

Quatre séquences Spin Echo en pondération T2 (T2-wSE) successives sont réalisées avec un
temps de répétition constant a 3500 ms et les quatre temps d’écho suivants : 16, 32, 48 et 64
ms. Le champ de vue est de 16°cta matrice d’acquisition est fixée a 256 par 192 pixels, la
résolution dans le plan est de 0,47 par 0,47 mm, I'épaisseur de coupe choisie est de 5 mm
avec un GAP de 0,5 mm. Un total de 48 coupes est réalise, induisant une durée totale
d’acquisition de 25 minutes.

Ces séquences T2-wSE ont une double finalité :

- premiérement, elles permettent de contréler I'aspect du cartilage rotulien, afin
d’inclure ou exclure les volontaires selon les criteres asymptomatiques mentionnés
précédemment,

- dans un second temps, les donnés issues de ces quatre séquences vont permettre la
constitution ultérieure de cartographies de valeurs de T2.

2.2.2 Séquence volumique :

Une séquence volumique Echo de Gradient en pondération T1 (T1-w GE) est effectuée pour
obtenir un rendu tridimensionnel du genou scanné. Les paramétres de cette séquence sont
adaptés de travaux répertoriés dans la revue de la littérature faite par Ecksteirigeksoih.

et coll., 2004a]:

Temps de Répétition :17,7 ms
Temps d’Echo : 6,5 ms
Angle de bascule :15°
Champ de vue : 12 par 12 cm
Taille de la matrice d’acquisition :320 par 320 pixels
Résolution dans le plan 0,23 par 0,23 mm
Epaisseur de coupe 2 mm
Nombre de coupe :60 coupes axiales jointives

De plus, nous avons opté pour le choix de la suppression du signal de la[giaissecoll,

2002}, qui permet d’'obtenir un meilleur contraste entre le cartilage et les autres constituants
articulaires, notamment I'os et le liquide synovial. Enfin, le nombre d’excitation fut établi a
1,5 de maniére a accroitre le rapport signal sur bruit des IRM. La durée de I'acquisition était
de 9 minutes.

2.3  Valeurs T2 du cartilage rotulien

Pour la génération des cartographies des valeurs de T2, nous avons sélectionné 4 coupes
axiales, couvrant l'intégrité de la hauteur rotulienne. Nous avons choisi de nommer ces 4
coupes selon leur position anatomique : proximale, médio-supérieure, medio-inférieure et
distale.

A l'aide d’une interface graphique développée sous Matlab® (Mathworks Inc, Natick, MA),

le cartilage articulaire rotulien est segmenté manuellement sur chacune des 4 coupes (figure
28 du chapitre concernant la cartographie T2).
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Rappelons que pour chaque coupe, nous disposons de quatre temps d’écho, offrant ainsi
guatre contrastes différents par coupe. En sélectionnant le premier écho (TE = 16 ms), nous
observons un contraste marqué entre le cartilage articulaire et I'os sous-chondral. Cette
particularité permet une bonne délinéation de la partie profonde du cartilage. Sur le quatrieme
écho (TE = 64 ms), le fort contraste existant entre le fluide synovial (hypersignal) et le
cartilage rotulien permet de tracer aisément la limite cartilagineuse supérieure. Par fusion
automatigue des deux tracés, nous obtenons alors la délimitation du cartilage.
Consécutivement, sur chacune des quatre coupes, le cartilage segmenté est subdivisé en deux
parties (latérale et médiale) selon une droite perpendiculaire & la surface osseuse et passant
par le point d’inflexion de la rotule. Grace a cette étape de segmentation, nous récumpérons
fine des masques binaires correspondant au cartilage articulaire total, ainsi qu’a huit régions
d’intérét (ROI) couvrant 'ensemble de la rotule (figure 31.A).

A linstar d’'une précédente étude, nous avons procedé au calcul des cartographies T2 du
cartilage articulaire. Dans le contexte du traitement numérique de I'image et en optant pour un
modéle mono-exponentiel décroiss@mrdzinskiet coll, 1997} l'intensité $) du signal RMN

peut étre exprimée selon la relation :

S it)= So., xexd_%zm)

ou Soij est lintensité du signal au temps t=0 pour le pixel (i,j), et T2;; étant le temps de relaxation
transversal pour le pixel (i,j).

Eqg. 7

Grace a cette relation mathématique, il nous est possible de réaliser, pixel a pixel, une
interpolation des valeurs de signal obtenues pour chaque TE, et ainsi déduire la valeur T2
pour chaque voxel du cartilage. Enfin, nous calculons les valeurs de T2 globalin(T2g,
extensoles valeurs de T2 moyennées selon la profondeur du cartilage) pour le cartilage
rotulien entier (T2g) ainsi que pour chacune des huit ROIs pré-établies (figure 32).

2.4 Volume cartilagineux (VC) et osseux (VO) de la rotule

La premiere étape nécessaire a I'obtention du volume cartilagineux rotulien (VCg) consiste en
une segmentation de ce dernier. Le choix de la technique employée est motivée par la
nécessité d’'une reproductibilité importante et de diminuer le temps imparti a cette tache (40
coupes a segmenter). Aprés une phase de test de différentes méthodes de segmentation, notre
choix s’est porté vers une solutidive-wire’, méthode reprise dans I'outil ‘lasso magnétique’

du logiciel Photoshop© (Adobe Photoshop 6.0.1, Adobe Systems Incorporated).

Cette technique de segmentation semi-automatique, dite de ‘ciseaux intelligenéasenet

coll., 1998; Falcacet coll, 2000b; Gougoutast coll, 2004b] est basée sur le calcul des gradients de
I'image. Brievement, les valeurs de gradients renseignent sur les variations de contraste
existant entre les pixels de I'image. Ainsi, dans les zones de I'image ou les nuances de gris
sont fortement différentes (interface os-cartilage, cartilage-synovie) les valeurs de gradients
sont élevées. D’autre part, une table de colts est générée, octroyant un colt en termes de
distance en pixel entre différentes valeurs maximales de gradients. Le colt des déplacements
inter-pixels est d’autant plus grand que la distance entre deux forts gradients est importante.
L'utilisateur trace un contour rapide sur I'image originale et I'ordinateur optimise ce tracé en
minimisant les déplacements en termes de colts et en le plaquant sur les valeurs crétes des
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gradients locaux (figure 31.B). Ainsi, le tracé manuel de l'utilisateur se voit littéralement
attiré par le gradient le plus fort et le moins coltemextenso le plus proche).

Le cartilage articulaire est segmenté, coupe par coupe, dans le plan axial. Le volume
cartilagineux global est ensuite obtenu par intégration de chaque voxel segmenté (en tenant
compte de ses dimensions réelles). De la méme maniéere, nous calculons le volume global de
'os rotulien (VO) (figure 31.C et D). De plus, les huit ROIs établies dans le paragraphe
précédent sont réutilisées engendrant huit volumes régionaux du cartilage rotulien.

Médial ol Latéral

C. D.
Figure 31. A. Face postérieure d'une rotule droite sur laquelle sont représentées les 8 régions d'intéréts
permettant I'analyse régionale du volume et du T2 du cartilage articulaire. B. ‘Ciseau intelligent’ (lasso
magnétique) d’Adobe Photoshop permettant la segmentation semi-automatisée du cartilage et de I'os rotulien sur
les IRM axiales. C. Représentation, dans le plan axial, du cartilage (blanc) et de I'os (gris) rotuliens apres I'étape
de segmentation. D. Reconstruction 3D du cartilage (cyan) et de I'os (jaune) rotulien aprés segmentation de
I'ensemble des coupes axiales couvrant la rotule.

2.5 Analyse statistique

Apres une période d’apprentissage de lecture et de segmentation, les IRM sont segmentées a
deux reprises afin de déterminer la reproductibilité intra-lecteur. Les coefficients de variation
[Gluer et coll, 1995] sont de 1,38 et 1,08 % respectivement pour les volumes osseux et
cartilagineux. Pour information, la reproductibilité des valeurs de T2 est comparable a celle
obtenue lors d’'une étude précédente, et est de I'ordre de 92 %. Nous avons utilisé les tests
statistiques de corrélation de Spearman, 'ANOVA ainsi que le test t de Student pour I'analyse
de nos résultats. Le seuil de significativité des tests est fixé a 5 %. L’ensemble des opérations
statistiques a été réalisé avec le logiciel Statistical Analysis Sfstesion 9.1, SAS Institute,

NC).
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3 Résultats :

3.1 Influences anthropométriques

Nous n’avons constaté aucune influence du sexe, ni pour les valeurs de T2 régionales, ni pour
les valeurs globales. Cependant, les hommes possédent un volume cartilagineux plus
important que les femmes (p=0,002). Cette différence reste vraie pour I'analyse volumique
régionale : ROIs 1 a 6 (0,001 < p <0,03).

Les personnes en surpoids (IMC25 kg/m2) ont un volume cartilagineux global plus
important (p=0,04), mais aucune répercussion n’est décelée au niveau des valeurs de T2 du
cartilage. Pour I'analyse des ROIs, aucune influence significative des forts IMC n’est notée,
gue ce soit pour les volumes ou les valeurs de T2.

Néanmoins, nous avons noté une corrélation modérée mais significative (r=0.48, p=0.04)
entre 'IMC et le volume osseux patellaire.

IMC | T2g | VC | VO T2g régional (ms) VC régional (mm 3)
Groupe | n Coupe IRM — - — .
(kg/m2) | (ms) | (mL) | (mL) Médial Latéral Médial Latéral

proximale 27.53(3.25) | 29.64 (3.63) |207.60 (88.87) [347.21 (129.33)
24.37 (27.82| 3.68 |20.65 médio—supérieure 26.77 (2.70) 28.22 (2.61) |508.68 (192.00)|735.35 (237.86)

A 6 p ) ' ; —
(3.01) |(1.63)((0.83)|(4.17)| medio-inférieure | 25.35(2.31) | 27.16 (2.76) |570.12 (119.83)[785.40 (215.53)
distale 27.35(2.36) | 29.68 (3.06) |228.10 (98.96) [324.68 (118.74)
proximale 29.04 (4.00) | 29.95 (5.08) [252.02 (110.84)[333.32 (123.49)
25.10 |30.16| 3.39 |16.80 médio-supérieure 28.83 (4.64) 29.59 (3.63) |524.21 (240.90)|710.13 (331.68)

B 7 - ; ' c —
(5.72) |(2.13)|(1.01)|(4.02)[ medio-inférieure | 28.02 (3.48) | 28.40 (2.28) |515.04 (172.12)/667.30 (189.87)
distale 34.24 (6.52) | 35.42(3.98) |217.83 (45.22) | 240.36 (38.85)
proximale 28.02 (2.95) | 25.65 (3.54) |161.67 (75.25) | 320.60 (81.55)
2272 |27.21] 3.00 |15.29 médio-supérieure 28.01 (3.53) 25.40 (3.66) [461.52 (183.11)|628.09 (211.04)

C 7| 5s ' ' ' ,..,.
(2.59) |(2.60)|(0.68)|(1.88) medio-inférieure | 25.32 (2.94) | 24.86 (2.35) |457.97 (130.80)[567.07 (158.35)
distale 29.80 (3.73) | 31.00 (4.17) [211.62 (112.20)[261.97 (120.89)
proximale 32.75 (4.71) | 33.27 (4.81) |162.69 (72.45) [307.03 (146.85)
23.21 (30.47| 3.18 |17.74 médio—supérieure 30.59 (4.24) 30.90 (5.24) |435.91 (144.44)610.01 (222.66)

D 5] ;- ' ' ' ,..,.
(2.74) |(4.06)|(0.89)|(7.07) médio-inférieure | 29.06 (4.92) | 29.27 (4.98) |479.39 (121.59)608.77 (166.27)
distale 28.11 (3.54) | 28.02 (4.28) |214.89 (53.81) [362.47 (103.12)
proximale 33.78 (3.11) | 32.65(2.49) |172.85 (26.74) | 259.98 (46.30)
E 5 25.86 [31.93]| 2.90 |17.43 médio—supérieure 31.72 (1.53) 30.23 (4.28) |399.57 (68.93) [514.49 (102.32)
(4.01) |(2.06)|(0.30)|(1.96) medio-inférieure | 31.52 (3.51) | 32.62 (2.75) |434.16 (63.92)|615.34 (195.88)
distale 31.94 (2.72) | 32.54 (6.64) [179.11 (129.47)| 328.14 (80.95)
proximale 29.91 (4.18) | 29.89 (4.68) |193.97 (85.13) 316.53 (107.33)
2421 |29.35| 3.24 |17.48 médio-supérieure 29.00 (3.75) 28.67 (4.13) |470.98 (175.85)|646.74 (236.51)

Tous |30 . . ' )

(3.79) |(2.96)((0.79)|(4.23) médio-inférieure | 27.61(3.95) | 28.17 (3.81) |493.32 (130.46)649.12 (189.17)
distale 30.31 (4.61) | 31.41(4.87) |211.26 (87.76) [300.54 (101.29)

Tableau 4 : résumé des données démographiques ainsi que des valeurs volumiques et de T2 de la population

saine étudiée. Les valeurs sont exprimées en termes de moyennes et d’écart-types.
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3.2 Valeurs T2 moyennes du cartilage patellaire

L’analyse ANOVA révele des différences significatives entre les 5 groupes d’age, aussi bien
dans les valeurs de T2 globales (rotule entiére, p=0,02) que dans les régions d'intérét
suivantes : ROI 1 et ROI2 (p=0,04), ROI 5 (p=0,03) et ROI 6 (p=0,01). Les valeurs régionales
de T2 sont reproduites selon une échelle de couleurs sur la figure 32. Des coefficients de
corrélation significatifs existent entre I'age et le T2 global (r=0,46, p=0,01) ainsi que le T2
régional de différentes ROIs (ROI 1: r=0,52, p=0,003; ROI 3: r=0,52, p=0,003; ROI 5:
r=0,49, p=0,006; ROI 6: r=0,43, p=0,017). Aucune corrélation significative n’est notée, ni
entre les T2 globaux ou régionaux et I'lMC, ni avec le volume patellaire osseux.

* %
Foq» Fod»
Loan ]
% =
n " N

Groupe A Groupe B Groupe C

’

D 8

e e Latéral Médial
m .:' - .:' p 2 1 .
- i MS 4 3
t 430 | 130 I
i - | i Ml 8 5
X n
. ; 7

Groupe D Groupe E Tous les groupes
Figure 32. Représentation de I'évolution du temps de relaxation T2 du cartilage rotulien selon les 8 régions
d’intéréts en fonction de I'age des volontaires. Les valeurs de T2 sont codées selon une échelle allant de 22 (bleu)
a 36 ms (rouge).

3.3  Volume du cartilage rotulien

Aucune différence significative n’est révelée par I'analyse ANOVA pour les volumes globaux
et régionaux entre les cing groupes d'age. Cependant, des corrélations importantes sont
observés entre le volume osseux patellaire et les volumes cartilagineux globaux (r=0,7,
p<0,0001) et régionaux (ROI 1: r=0,56, p=0,001; ROI 2: r=0,73, p<0,0001; ROI 3: r=0,72,
p<0,0001; ROI 4: r=0,71, p<0,0001; ROI 5: r=0,51, p=0,004, ROI 6: r=0,46, p=0,01). Nous
avons également relevé des corrélations significatives entre IMC et volumes cartilagineux
global (r=0,54, p=0,002) et régionaux (ROI 1: r=0,58, p=0,001; ROI 2: r=0,47, p=0,009; ROI
3: r=0,49, p=0,006; ROI 4: r=0,53, p=0,002; ROI 5: r=0,46, p=0,01). Enfin, une faible perte
volumique en fonction de I'age est notée en ROI 5 (r=-0,36, p=0,05).
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4 Discussion :

Effectif de I'étude

A notre connaissance, ce présent travail constitue la premiére étude combinant I'analyse
volumétrique et la cartographie des temps de relaxation T2 au niveau du cartilage rotulien,

chez une population humaine saine, agée de 16 a 65 ans. L'une des difficultés majeures
rencontrées lors de cette étude était précisément le fait de n’inclure que des personnes
strictement saines sur le plan ostéoarticulaire. En effet, nous avons pu observer que bon
nombre de volontaires présentaient un signal IRM anormal de leur cartilage rotulien lors de

I'acquisition T2-wSE. Cette observation était d’autant plus surprenante que les volontaires ne

se plaignaient jamais d’aucune douleur ni ne présentaient de gene a la marche. D’autre part,
nous avons exclus de I'étude les données IRM pour lesquelles un doute persistait quant au
statut strictement sain du cartilage patellaire (irrégularités de signal dans I'aspect laminaire du
cartilage). Ainsi, ce critére sévere de sélection ne nous a permis de n’inclure qu’une trentaine
de volontaires d’ages différents pour les relevés IRM volumiques et ‘biochimiques’.

Choix des séquences

- Cartographie T2 :
Concernant la séquence IRM destinée a la génération des cartographies T2, nous avons opté
pour une acquisitiospin Echo a 4 temps d’échos différents. Ces 4 TE ont été mis a profit
pour calculer les temps de relaxation transversaux en employant un modele mono-exponentiel
décroissant classiqguement utilisé dans le domaine de l'imagerie T2 du cartilage articulaire
[Dardzinskiet coll, 1997} En effet, le choix de 4 TE permet une interpolation satisfaisante de la
courbe de décroissance signal RMN, tout en procurant une durée totale de la séquence
compatible avec une acquisition réalisée sur des volontaires vigiles. Il pourrait sembler
judicieux d’employer un nombre de TE supérieur, mais ceci risquerait d’engeindfiee,
des artéfacts de mouvement du fait de la durée de I'acquisition. Une autre alternative
intéressante serait d’utiliser des séquences plus rapadesgin echo) ou multi-coupes multi-
échos qui autorisent l'acquisition a nombre plus élevé de TE, tout en diminuant
considérablement la durée de I'examen IRM. Cependant, les données IRM comptabilisées
dans cette étude s’échelonnent sur plusieurs années, et a I'époque, de telles séquences
n’'étaient pas encore pleinement opérationnelles. Nous avons donc choisi de conserver le
méme protocole IRM pour I'ensemble de nos travaux. De plus, l'utilisation de séquences
multi-coupes multi-échos peuvent engendrer une incertitude dans le calcu(nkert coll,
2003; Mendliket coll, 2004}

- Volume :
La séquence IRM employée pour obtenir le volume du cartilage et de I'os rotuliens a été
calguée sur les travaux d’Eckstdibckstein et coll, 2004a] De part ses paramétres, cette
sequence 3D en écho de gradient est particulierement adaptée a la visualisation du cartilage
articulaire et en autorise une segmentation facilitée. En effet, les images recueillies montrent
un excellent niveau de contraste et le fait d’avoir utilisé un nombre d’excitation (NEX) de 2
garantit un bon rapport signal sur bruit. Enfin, 'emploi de la saturation des signaux issus de la
graisse maximise la différenciation du cartilage vis-a-vis d’autres constituants tissulaires de
l'articulation (muscles, interface cartilage/os...).
Sur un autre versant, le choix d'une reconstruction des données dans le plan axial, tant pour la
cartographie T2 que pour le volume, permet de réduire les problemes de volumes partiels et
limite ainsi les biais pouvant survenir lors de la segmentation des tissus d’intéréts.
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Choix de la méthode de segmentation pour le calcul volumique

L’acquisition 3D T1-w GE employée pour obtenir le volume de lI'os et du cartilage de la
rotule nécessite le recours a des coupes fines (2 mm). Ceci engendre un nombre d’images
relativement conséquent pour couvrir l'intégralité de la hauteur de la patella. Afin de réduire

le temps consacré a I'étape de segmentation, tout en conservant un haut niveau de
reproductibilité, nous avons opté pour une méthode semi-automatique. Pour ce faire, nous
avions tout d'abord testé des méthodes couramment employées (seuillages adaptatifs,
contours actifs etsnake§ croissance de région.[Stammbergeet coll, 1999c; Ghoslet coll, 2000;

Ecksteinet coll, 2004b; Lianget coll, 2006b) et les avions comparées a la segmentation manuelle.
Cependant, malgré la qualité et le haut contraste des images, ces méthodes ne convenaient
guere puisqu’elles nécessitaient de nombreuses post-corrections de la part de l'utilisateur.
C’est alors que nous nous somme intéressés a la technique diieedeire’, méthode
développée par Falcao et Mortengenrtensenet coll, 1998; Falcacet coll, 2000a; Falcat coll,

2000b} Un tel outil est disponible dans le logiciel grand public Adobe Photoshop, sous la
désignation de ‘lasso magnétique’. Ce ‘ciseau intelligent’ permet de tracer intuitivement, en
direct et sans recours a de fastidieuses post-corrections, les contours des objets au contraste
marqué, comme ce fut le cas du cartilage et de I'os sur nos images. Le bon niveau de
reproductibilité de nos mesures volumiques sont, par ailleurs, le gage de la qualité de cet ouitil,
tout comme le montrent aussi les travaux de I'équipe de GoudGutasutast coll, 2004a]et

la revue d’EcksteifEcksteinet coll, 2006b]

A propos des résultats

Les gammes de valeurs issues de ces travaux, tant sur le versant de la cartographie T2 que les
données volumiques, sont en concordance des valeurs retrouvées dans la |igtékaieinet

coll., 2006c] Notre présente étude ne révele pas de variations claires du volume cartilagineux
entre les difféerents groupes d’age. Seule une tendance a la réduction, a la limite de la
significativité, est notée au niveau de la ROI 5 du cartilage rotulien. Contrastant avec ces
résultats, d’autres études ont cependant révélé une perte de cartilage liédoanageoll,

2005a; Hannaet coll, 2005} Le phénomene rencontré dans notre étude peut s’expliquer par
I'utilisation de criteres stricts d’inclusion, en éliminant systématiquement les volontaires
asymptomatiques mais présentant un signal IRM anormal de leur cartilage ou ceux pour
lesquels un doute persistait quant au statut sain de leur cartilage.

Influence des parametres anthropométriques

A l'instar de ce que montrent d’autres travdakuttini et coll, 1999a; Fabeet coll, 2001a] les

hommes présentent un volume cartilagineux significativement plus élevé que les femmes. En
revanche, aucune différence entre les deux sexes n’est observée pour les valeurs de T2, que ce
soit pour les valeurs globales ou régionales. Cependant les temps de relaxation T2 du cartilage
rotulien sont variables selon I'age des volontaires, comme nous avions déja pu le constater en
partie dans une précédente étude. La cartographie T2 est sensible a la qualité et I'organisation
de la matrice extracellulaire du cartilagsher et coll, 2000; Moshert coll, 2004b; Rauschegt

coll., 2008} En considérant 'ensemble de ces données, nous pouvons postuler que, méme si les
femmes présentent un cartilage rotulien moins abondant, celui-ci conserve une matrice
organisée et totalement fonctionnelle durant le processus physiologique du vieillissement.
Néanmoins, du fait de ce pool cartilagineux initial ‘réduit’, des pertes pathologiques de
cartilage pourront se révéler délétéres plus rapidement que pour les hommes. Ce phénomeéne
est par ailleurs décrit dans des études portant sur des populations arthrosiques, d’ou il ressort
gue le sexe féminifCicuttini et coll, 1999b; Dinget coll, 2008b] en association avec une activité
physique réduitéHinterwimmeret coll, 2004; Ecksteiret coll, 2006d; Racunicat coll, 2007]et un IMC
élevé[Ding et coll, 2008c] sont des facteurs prédictifs de I'arthrose.
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Dans notre échantillon de population, nous n’avons pas observé d’influence de I'IMC sur le
T2, seules un IMC 25 kg/m? est sensiblement lié a un volume cartilagineux global et a un
volume osseux plus élevé. D’autres travgluttini et coll, 2002a; Dinget coll, 2005b; Teichtahét

coll., 2008] ont cependant démontré une influence notable du BMI sur le cartilage articulaire :
des pertes chondrales accélérées ont été observées Ceci a lieu préférentiellement au sein d’'une
population déja atteinte par la maladie arthrosique, ce qui n’est pas le cas dans nos travaux. La
encore, il semble que le cartilage articulaire ne soit pas altéré par un IMC élevé, tant qu'aucun
processus pathologique ne s’est enclenché. Par contre, si une arthrose débutante se profile,
l'indice de Quételet sera d’autant plus néfaste au cartilage qu’il est élevé. Afin de valider cette
hypothése, il serait intéressant de proposer le méme type d'étude avec un nombre de
personnes ayant un IMC25 kg/m2 plus conséquent (10 personnes sur 30 pour nos présents
travaux).

Enfin, de maniére intéressante, le volume osseux est bien corrélé au volume du cartilage
patellaire, et semble se positionner comme un paramétre de normalisation utilisable pour
comparer les données volumiques inter-individus en éluant ainsi les disparités de taille et
corpulence des individus.

La zone critique

En dernier lieu, nous constatons que, mises a part les ROIs 1 et 2, seules les ROIs 5 et 6 sont
concernées par des différences significatives entre les ages pour les valeurs de T2. De méme,
l'unique ROI touchée par une variation de volume est la ROl 5 (figure 31.A). Ces
observations laissent a penser que les ROIs 5 et 6 constituent les zones préférentiellement et
précocement touchées par des atteintes pouvant devenir pathologiques. Ces régions du

cartilage se révelent par ailleurs étre les zones de contact de I'articulation fémoro-patellaire
[Cohenet coll, 1999b; Coheret coll, 1999a; Herberholdt coll, 1999; Hinterwimmeket coll, 2005; Ecksteiret

coll., 2006¢€]

5 Conclusion :

Cette étude a permis de montrer les effets du vieillissement sur le cartilage articulaire rotulien
au sein d’'une population humaine exempte de signes pathologiques. Nous retiendrons que la
cartographie T2 est une méthode sensible aux variations matricielles du cartilage articulaire et
semble constituer un paramétre quantitatif prédictif de modifications structurales intra-
cartilagineuses en amont d’éventuelles pertes volumiques ultérieures liées a I'age. Il sera
intéressant d’appliquer ce méme type d’étude aux autres compartiments cartilagineux du
genou (fémur et tibia), et d’étendre le champ exploratoire a des cas pathologiques ou a des
populations ayant un risque plus élevé de développer une gonarthrose (IMC élevé...).
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Etude de la membrane synoviale inflammatoire

Volumétrie et cartographie de rehaussement du signal
RMN
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1 But

Le but de ce travail est d’évaluer I'inflammation de la membrane synoviale en IRM au cours
dela gonarthrose suivant 3 approches : une méthode de scores semi-quantitatifs, des mesures
volumiques et, de fagon innovante, une analyse de la dynamique de rehaussement du signal de
la membrane synoviale inflammatoire. Les résultats obtenus sont ensuite confrontés aux
données cliniques ainsi que biologiques macroscopiques et microscopiques.

2 Patients et Méthodes

2.1  Recrutement des patients

Nous avons recruté 15 patients (9 femmes et 6 hommes) satisfaisant les criteres de
gonarthrose selon les critéres établis par le College Américain de Rhumataltegieet coll,

1986] Les patients ont été inclus dans le cadre d’actes de soin (lavage articulaire), en raison de
douleurs persistantes et d'une effusion articulaire chronique en dépit d'injections de
corticostéroides et d’'un traitement général. Les malades présentant de facon non-équivoque
une pathologie liée a la formation de cristaux, a des Iésions traumatiques ou a des troubles
inflammatoires actifs ont été exclus de I'étude. L’age des patients s’échelonne de 40 a 76 ans,
pour une médiane de 58 ans. Avant le début de I'étude, le consentement éclairé des malades
fut colligé.

Les données démographiques ont été enregistrées avant le début de I'étude. L'incapacité
fonctionnelle et le niveau de douleur sont gradés selon l'index fonctionnel de Lequesne
[Lequesneet coll, 1987] et I'échelle visuelle analogue de la douleur (EVA). Des tests sanguins
comprenant le dosage de la protéine C-réactive dans le sérum ainsi que la vitesse de
sédimentation érythrocytaire ont été réalisés juste avant 'examen arthroscopique. Enfin, nous
avons gradé les radiographies des patients selon la méthode de Kellgren et Lpwiigree

et coll., 1957]

2.2 Protocole et évaluations par IRM

221 Parametres d’acquisition

Les 15 patients ont subi I'examen IRM au maximum 7 jours avant I'examen arthroscopique.
Les acquisitions ont été réalisées avec un imageur de 1,5T (General Electric Medical
Systems, Milwaukee, WI) a l'aide d’une antenne émettrice-réceptrice adaptée a I'étude du
genou, afin d’obtenir une uniformité du signal satisfaisante, le genou étant placé dans une
position neutre au centre de I'aimant.

Nous avons choisi d’explorer par IRM la membrane synoviale selon une séquence
d’acquisition écho de gradient 3D pondérée fBbst(multiplanar spoiled gradient recalled in

the steady state). Les parameétres de la séquence sont synthétisés dans le tableau ci-aprés. La
premiere salve d’acquisition a été réalisée dans le plan axial sans injection de produit de
contraste. Consécutivement, le patient restant allongé dans la méme position, une dose de 0,1
mmol/kg de Gadolinium-diethylenetriamine penta-acetic acid (Gd-DTPA, Guerbet, Aulnay,
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France) est administrée via la veine cubitale et la méme séquence d’acquisition est alors
répétée. La durée totale de I'examen IRM (2 séquences et injection) est de 6 minutes et 12
secondes.

Temps de Répétition :180 ms
Temps d’Echo : 4,2 ms
Angle de bascule :90°
Champ de vue : 12 par 12 cm
Taille de la matrice d’acquisition :256 par 256 pixels
Résolution dans le plan 0,23 par 0,23 mm
Epaisseur de coupe 3 mm
Nombre de coupe :14 coupes axiales jointives

2.2.2 Evaluation de la membrane synoviale par IRM

Nous avons étudié I'inflammation de la membrane synoviale selon 3 approches différentes a
partir des images IRM obtenues : d’'une part, nous avons utilisé un score semi-quantitatif
validé pour la mesure de la synovite au cours de l'arthrose et d’autre part, nous avons
guantifié le volume de la membrane synoviale inflammatoire (VMS). Enfin, nous apportons
une originalité en effectuant, pour la premiére fois dans I'inflammation du genou arthrosique,
des mesures quantitatives de vitesses de rehaussement de signal de la synovite. Trois seuils de
vitesse ont été définis (rehaussement lent (LVMS), rehaussement intermédiaire (IVMS) et
rehaussement rapide (RVMS)) qui ont ainsi permis de mesurer le volume de synovite
correspondant a chacune de ces 3 valeurs de vitesse de rehaussement de signal, 186
secondes aprés l'injection du produit de contraste (Gd-DTPA).

2.2.2.a  Evaluation semi-quantitative : score IRM synovitique

A. = B. ' / C.
Figure 33. A. Représentation tridimensionnelle de l'articulation du genou. Les deux traits rouges horizontaux
correspondent aux coupes IRM axiales supérieure (B) et inférieure (C) de la rotule choisies pour y déterminer le
score de la membrane synoviale inflammatoire (en hypersignal sur les coupes). Ce sont également ces deux
coupes qui constituent les limites anatomiques haute et basse dans l'analyse volumique de la membrane
synoviale.

Nous avons choisis 2 coupes IRM sur lesquelles l'inflammation de la membrane synoviale a
été scorée, il s’agit de la premiere et de la derniére coupe ou la rotule est clairement
identifiable (figure 33). La gradation de la sévérité de la synovite a été effectuée sur les

' ¢f. paragraph&rratum, page 160.
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images issues de la séquence IRM post-injection suivant la méthode décrite par Loeuille et ses
collaborateurs|Loeuille et coll, 2005] Sommairement, I'épaississement de la membrane
synoviale inflammatoire est déterminé au niveau de 5 régions d'intérét (ROIs) et gradé selon
une échelle a 4 niveaux. Le score IRM synovitique peut ainsi varier de ‘0’ (tissu synovial
normal) & ‘15’ (synovite diffuse la plus sévere).

2.2.2.b Mesure du volume de la membrane synoviale inflammatoire (VMS)

Dans le cadre de cette étude, nous avons été amenés a développer une interface informatique
permettant le calcul du volume et des vitesses de rehaussement de la membrane synoviale
inflammatoire. Le programme de traitement d'image a été implémenté en utilisant
'environnement de développement Matlab® (Mathworks Inc, Natick, MA).

Afin de délimiter une zone anatomique identifiable entre les différents patients, seules les
coupes IRM sur lesquelles la rotule est visible furent conservées pour les calculs volumiques
(figure 34.A et B.). Dans un premier temps, nous procédons a une étape de segmentation de la
membrane synoviale.

Pour ce faire, un seuillage d’histogramme est appliqué sur les IRM issues de la séquence
injectée afin d’obtenir les masques binaires comprenant uniquement les voxels a fort niveau
de signal. Le seuil a été défini a 45 % de I'amplitude maximale de I'échelle desgtigaard,

1997], correspondant a la frontiere moyenne entre les intensités des zones rehaussées par le
produit de contraste et les autres tissus environnants. Les masques binaires générés sont
ensuite corrigés manuellement de maniere a éliminer chaque zone n’étant pas la membrane
synoviale (veines, artérioles) en comparaison des IRM rehaussées (figure 34.C).

Dans un second temps, le volume de la membrane synoviale (VMS) est calculé en intégrant
l'aire A de chaque masque binaire multipliée par I'épais&lides coupes IRM, selon
I'équation reportée ci-dessous :

V =5 (AxST) Eq. 8

2.2.2.c  Calcul des vitesses de rehaussement et des volumes correspondant

Pour obtenir les valeurs de vitesse de rehaussement du signal entre les deux séquences IRM,
nous avons implémenté un calcul pixel a pixel entre les deux piles d'images. Le principe de
cette ‘cartographie de rehaussemeh)’ st basé sur la relation suivante :

_(It 186@,j)_|t0(i,j))’(.|.00

EG'D ItOG,j)Xt

Eqg. 9

avecltigg(j) et ltoij correspondant respectivement aux intensités du pjRes(r les images
rehaussée et non rehausséef ebrrespondant au délai temporel existant entre les deux
acquisitions IRM (186 secondés

** ¢f. paragraph&rratum, page 160.
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Les valeurss, pour chaque pixel,{), ont ensuite été classées en 3 catégories et codées selon
une échelle de couleur (labels) définie par les seuils mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Vitesse de rehaussement : Couleur du label Volume de synovite :
Eip<0,3 pixel bleu LVMS
0,3<E;j <1 pixel vert IVMS
1 <E;) pixel rouge RVMS

Chaque cartographie de rehaussement est ensuite fusionnée avec le masque binaire
correspondant afin de ne conserver que les voxels labellisés appartenant a la membrane
synoviale inflammatoire (figure 34.D). Enfin les volumes LVMS, IVMS et RVMS de chacun

des labels sont calculés selon I'équation Eq. 8 carrespond a l'aire du label (bleu, vert ou
rouge) sur chacune des coupes IRM,Sat correspond a I'épaisseur de la coupe. Une
reconstruction tridimensionnelle des voxels labellisés a été générée afin de visualiser
'importance du volume synovitique et du degré de rehaussement du signal (figure 34.E).

B. : E.
Figure 34. IRM axiales du genou avant (A) et aprés (B) injection du produit de contraste. C. Segmentation par
seuillage de la membrane synoviale inflammatoire. D. Calcul des vitesses de rehaussement du signal IRM entre
les coupes A et B et représentation des résultats selon une échelle de couleur pour chaque voxel appartenant a
la membrane synoviale. E. Représentation tridimensionnelle des vitesses de rehaussement de la membrane
synoviale inflammatoire.

L’opération de segmentation de la membrane synoviale a été conduite par deux opérateurs ne
connaissant pas les données clinigues et démographiques des patients, afin de déterminer la
reproductibilité inter-lecteur. De plus, I'un des opérateurs répéta la procédure a deux reprises
sur l'intégralité des sets IRM afin d’obtenir la reproductibilité intra-lecteur de la technique de
segmentation.
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2.23 Examen chondroscopique

2.2.3.a  Technique

L’examen chondroscopique est mené sous anesthésie locale (lidocaine adrénalinée a 2 %) par
un rhumatologue confirmé. Un arthroscope standard (2,7 mm, lentille avant oblique (30°) a
champ de vue large) est introduit au niveau du genou par les fenétres fémoro-tibiales latérale
et médiale. L’exploration chondroscopique est associée a un lavage de [larticulation.
L'intégralité de la procédure est sauvegardée sur bande vidéo (super VHS Panasonic VS
100H, Matsushita Electronic Industrial, Japon).

2.2.3.b  Evaluation de la membrane synoviale (scores micro- et macroscopiques)

L’aspect macroscopique de la membrane synoviale est gradée selon un score validé lors de
précédents travaux dans I'équipeeuille et coll, 2005} Dans le cas ou les conditions le
permettaient, une biopsie de la membrane synoviale fut réalisée. Ce prélévement tissulaire
permet de quantifier six paramét[estergaardt coll, 1997; Loeuilleet coll, 2005] et leur moyenne

ddivre une valeur de score composite total calculé pour chaque échantillon.

2.2.4 Analyses statistiques

Nous avons choisi de décrire les caractéristiques IRM de la synovite sous forme de médiane et
de valeurs extrémes. Nous avons également calculé les coefficients de corrélation de
Spearman {r afin de déterminer les associations liant les mesures IRM et les données
cliniques, biologiques, macroscopigue et microscopiques. Une valeuindérieure a 0,3

indique une relation faible ou I'absence d’association ; une valeur comprise entre 0,3 et 0,7
dénote une liaison modérée, et une valeur supérieure a 0,7 suggere une corrélation forte. Pour
les données macroscopiques et microscopiques de la membrane synoviale, les grades sont
obtenus par moyennage des valeurs obtenues sur les différentes biopsies d’'un méme genou.
Les reproductibilités inter- et intra-opérateurs ont été évaluées grace au calcul des coefficients
de corrélation intra-classe (avec un intervalle de confiance a 95 %). Enfin, la méthode
graphique de Bland et Altman a aussi été utilisée pour contréler ’lhomogénéité et la cohérence
des mesures de scores et de volumes. L’ensemble des analyses statistiques est réalisé avec le
logiciel Statistical Analysis Systgwersion 9.1, SAS Institute, NC).

3 Résultats

3.1  Description de la cohorte

Nous avons répertorié les caractéristiques, les données IRM et les relevés histologiques des
paients dans le tableau 5. Un total de 40 biopsies a été réalisé et celles-ci se distribuent selon
la répartition suivante : 2 biopsies/ genou (n=7), 3 biopsies/ genou (n=7) et 5 biopsies /
genou (n=1). Concernant la localisation de ces biopsies synoviales, 11 d’entre-elles ont été
réalisées dans le repli supra-patellaire latéral, 11 dans le repli supra-patellaire médial, 3 au-
dessus de la trochlée fémorale, 2 dans la gouttiere fémorale médiale et 13 dans la gouttiére
fémorale latérale.
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Tableau 5. Caractéristiques des patients étudiés :

Total (n=15)
Caractéristiques démographiques et cliniques Médiane (gamme)
Age 58.0 (40.0-76.0)
Sexe, n (%) | Hommes 6 (40)
EVA douleur (0-100) 51.0 (7.0-89.0)
Indice de Lequesne (0-24) 11.5 (2.0-18.0)
Vitesse de sédimentation érythrocytaire (mm/h) 14.0 (1.0-94.0)
Protéine C-réactive sérique (mg/dl) 5.0 (5.0-14.4)
Score de Kellgren-Lawrence (%) 1 1(8.3)
2 1(8.3)
3 9 (75.0)
4 1(8.3)
IRM
Score IRM synovitique (0-15) 8.5 (1.0-13.0)
VMS (mm°) 4606.2(139.5-20123.7)
LVMS (mm?) 1450.5 (24.7-7053.6)
IVMS (mm?) 2604.8 (69.5-6576.5)
RVMS (mm°) 786.9 (19.7-13289.2)
RVMS/VMS (%) 17.8 (1.7-66.0)
Score macroscopique 2(1-3)
Score microscopique
Assises synoviocytaires 2(1-3)
Dépbdt de fibrine 0 (0-3)
Fibrose 2(0-3)
Oedéeme 2 (0-3)
Congestion 1(0-3)
Infiltration 2 (1-3)
Score composite total 1.5(0.3-2.3)

3.2  Caractéristiqgues IRM de la synovite

En considérant I'ensemble de notre cohorte, le score IRM synovitique médian est de 8,5
(valeurs extrémes : 1-13) et le volume synovitique (VMS) médian est de 4606 mm3 (139-
20124) (tableau 5). Le VMS est constitué a 21 % par le RVMS, a 48 % par I'lVMS et a 31 %
par le LVMS. Par ailleurs, il est & noter que le rapport RVMS/VMS est hautement variable
puisqu’il varie de 1 a 66 % selon les patients. Néanmoins, le score IRM synovitique se révele
étre associé de maniére significative aux VMS (r=0,53) et IVMS (r=0zb8pntrario des
RVMS et LVMS.

Légende :

Voxels bleus : LVMS
Voxels verts : IVMS
Voxels rouges : RVMS

A. B.
Figure 35. Représentations 3D de la carte de rehaussement du signal RMN au sein de la membrane synoviale
inflammatoire de deux patients. Le premier patient (A) présente une synovite englobant I'articulation du genou
avec cependant une activité modérée. Pour le deuxieme patient (B), la synovite est localisée en avant de
I'articulation (autour de la rotule) avec une activité inflammatoire importante.
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3.3  Reproductibilité de la méthode

Les variations relatives et absolues inter- et intra-opérateurs pour chaque parametre évalué sur
les données IRM sont colligées dans le tableau 6. Les reproductibilités inter- et intra-
opérateurs sont excellentes en ce qui concerne le score IRM synovitique (ICC=0,89 ; 95 % CI
(0,70-0,96), ICC=0,95; 95 % CI (0,86-0,99) respectivement). De méme les reproductibilités
inter- et intra-opérateurs sont tres satisfaisantes au niveau des VMS, LVMS, IVMS et RVMS,
chaque ICC étant supérieur ou égal a 98 %. Enfin, entre les deux opérateurs, I'analyse Bland-
Altman révele une concordance satisfaisante entre les différents volumes de synovites
mesurés.

Tableau 6. Reproductibilités inter- et intra-opérateurs concernant I'analyse de la synovite par IRM :

Reproductibilité inter-observateur Reproductibilité intra-observateur
Variation absolue % de variation Variation absolue % de variation
Médiane Médiane Médiane Médiane
(gamme) (gamme) (gamme) (gamme)
Score IRM -1 -13.4 0.5 10
synovitique (-3.0;2.0) (-66.7 ; 28.6) (-2;2) (-18.2; 33.3)
-405.6 -7.1 -7.3 -0.1
VMS (-1944.3 ; 24.8) (-32.7 ; 16.3) (-253.8 ; 862.0) (-3.0;10.4)
-171.4 -13.8 1.3 0.0
LVMS (-1211.7 ; 106.9) (-54.5 ; 13.3) (-57.3 ; 382.7) (-5.5;17.1)
-152.2 -6.5 -4.0 -0.1
IVMS (-705.7 ; 249.6) (-20.7 ; 21.2) (-146.4 ; 452.9) (-3.5;10.1)
-28.2 -4.9 -1.3 -04
RVMS (-532.0; 53.4) (-51.2; 60.1) (-56.9 ; 26.4) (-5.9; 20.9)
0.3 4.9 -0.0 -0.3
RVMS/VMS (-3.8;2.9) (-13.9 ; 64.9) (-1.7 ; 1.8) (-9.6 ; 12.6)
3.4 Confrontation des données IRM, cliniques et

histologiques

34.1 Evaluation clinique et biologique

Aucune corrélation significative n'a été observée entre les mesures IRM et I'age ou les
données biologiques des patients. De méme, nous n'avons pas relevé de corrélations entre le
score IRM synovitigue ou le VMS et les données cliniques. Seules des corrélations modérées
et positives ont été notées entre le LVMS et 'EVA douleur (r=0,61 ; p<0,05), mais aussi avec
'index de Lequesne (r=0,46 ; p=0,10) (tableau 7). D'un autre c6té, bien que les liens de
corrélation n’atteignent pas le degré de significativité, le RVMS, I''VMS et le rapport
RVMS/VMS tendent a étre corrélés négativement avec les caractéristiques cliniques des
patients.
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3.4.2 Evaluations micro- et macroscopiques

Le score IRM synovitique est corrélé positivement avec l'aspect macroscopique de la
membrane synoviale (r=0,61), ainsi que la congestion (r=0,52) et l'infiltration (r=0, 54) sur
les analyses microscopiques (tableau 7) réalisées sur 40 biopsies. Les VMS, RVMS et IVMS
sont corrélés avec les scores macroscopiques (r=0,60; 0,48 et 0,57 respectivement) et
microscopiques de congestion (r=0,63 ; 0,79 et 0,61). Par opposition, le LVMS n’est pas
corrélé de maniere significative a ces scores. En revanche, le rapport RVMS/VMS est corrélé
significativement (r=0,63) au degré de congestion observé a I'échelle microscopique, alors
gue modérément et inversement corrélé vis-a-vis des degrés d'infiltration, d’cedéme et de
fibrose. Les RVMS et IVMS sont significativement supérieurs pour les genoux atteints de
congestion sévére par rapport aux genoux a congestion modérée. De plus, RVMS et IVMS
sont significativement amoindris dans les genoux a fibrose sévere.

Tableau 7. Corrélations entre les données IRM, cliniques et histologiques :

;%‘g\‘;t'lsm vMS RVMS VMS LVMS  RVMS /
(0-15) (mm®) (mm>) (mm>) (mm?®) VMS
r r r r r r

EVA douleur 0.25 -0.09 -0.30 -0.14 0.61* -0.45

Indice de Lequesne -0.11 -0.27 -0.34 -0.30 0.46 -0.39

Vitesse Sédimentaire 0.50 -0.17 -0.33 -0.15 0.21 -0.35

Prot.C réactive 0.35 0.19 0.04 0.16 0.36 -0.10

Score macroscopique 0.61* 0.60* 0.48 0.57* -0.05 0.28
Score microscopique :

assises synoviocytaires 0.16 0.20 -0.05 0.25 -0.13 -0.08

dép6t de fibrine 0.35 -0.06 -0.12 -0.10 0.25 -0.17

fibrose -0.01 -0.03 -0.30 -0.08 0.25 -0.37

oedeme -0.01 -0.01 -0.11 0.00 0.36 -0.34

congestion 0.52* 0.63* 0.79* 0.61* 0.35 0.63*

infiltration 0.54* -0.08 -0.16 -0.12 0.31 -0.34

Score composite total 0.41 0.00 -0.20 -0.01 0.44 -0.48

*: p<0.05

4 Discussion

L’imagerie par résonance magnétique est connue pour confirmer le diagnostic de maladies de
type arthrosique, notamment pour le genou, et aide au suivi de I'évolution de la pathologie
grace a des quantifications précises des lésions cartilagineuses (aspects biochimiques et
architecturaux de la matrice extracellulaire, mesures morphologiques et morphométriques du
tissu cartilagineux)wiuka et coll, 2002; Peterfyet coll, 2004; Raynaulet coll, 2004} Cependant, le

réle de l'inflammation de la membrane synoviale (synovite) dans la sensation douloureuse et
son impact destructeur vis-a-vis du cartilage articulaire restent, a I'heure actuelle, une source
de débat au sein de la communauté scientifiggreandez-Madriét coll, 1994; Fernandez-Madriet

coll., 1995; Peterfyet coll, 2004; Hill et coll, 2007} Le but de notre étude était de proposer trois
méthodologies de cotation de la synovite, a partir d'une ségquence IRM associée a I'utilisation
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de produit de contraste, et de comparer les résultats obtenus avec des relevés cliniques et
histologiques.

Score IRM synovitique

Nos présents travaux confirment le score IRM synovitique comme étant une méthode simple
autorisant une évaluation précise du degré d’inflammation de la membrane synoviale dans un
contexte arthrosique. De plus, cette méthode ne requiert qu'une dizaine de minutes (examen
IRM + score) pour délivrer des résultats pertinents, puisque bien corrélés avec les scores
macro- et microscopiques, les degrés de congestion et d’infiltration. D’'un autre coté, ce score
IRM synovitique ne montre pas de corrélation avec les caractéristiques cliniques.

Mesure du volume synovitique

Le calcul du volume de la membrane synoviale inflammatoire (VMS) est une méthode plus
sophistiqguée nécessitant une trentaine de minutes (examen IRM + segmentation et calculs)
pour produire des données quantitatives fiables et reproductibles. Par ailleurs, cette technique
a déja été bien documentée, notamment dans le domaine de I'arthrite rhumatoide. Le VMS est
évalué sur toute la hauteur de la rotule, fournissant ainsi un repérage anatomique intrinseque.
Quant a la durée de la séquence d’acquisition IRM, elle a été paramétrée pour une durée de 3
minutes, ce qui correspond a un temps optimal pour imager le VMS rehaussé, puisque lI'agent
de contraste (Gadolinium) a tendance a quitter le synovium (vaisseaux, tissu interstitiel) et
diffuser au sein du liquide synovial a partir de 5 minutes apres l'injection intra-veiDeatse

et coll., 1993]

Concernant I'étape de segmentation, nous nous sommes inspirés de la solution validée par les
travaux d'Ostergaar(Ostergaard, 1997Qui consiste en un seuillage a 45 % de la plage de
I’histogramme suivi d’'une éventuelle correction manuelle (élimination des vaisseaux
sanguins). Nous avons ainsi pu montrer que les volumes de la membrane synoviale
inflammatoire sont bien corrélés avec les scores micro- et macroscopiques, en particulier dans
le cas de la congestion. Cependant, en comparaison de résultats obtenus dans I'arthrite
rhumatoide, les liens sont moins importants entre le VMS, les signes clifigteegaardet

coll., 1996; Creameet coll, 1997; Cimmincet coll, 2003] et les parametres histopathologiques de la
synovie [Tamai et coll, 1994; Gaffneyet coll, 1995; Ostergaardt coll, 1997; Loeuilleet coll, 2005} De

méme que pour le score IRM synovitique, aucune relation n’est démontrée avec les données
cliniques ou biologiques.

Volume couplé a la vitesse de rehaussement du signal RMN

Ce travail présente une méthode originale de quantification de la vitesse du rehaussement du
signal au sein de la membrane synoviale inflammatoire tout en exprimant les résultats selon
une approche volumique. Les volumes LVMS, IVMS et RVMS sont calculés
automatiquement et simultanément avec le volume complet de synovite aprés une étape de
segmentation et vérification d'une vingtaine de minutes. Trois seuils de vitesse de
rehaussement ont été établis grace aux travaux précédemment publiés dans les domaines de
I'arthrite rhumatoide et de I'arthrogestergaardet coll, 1996; Cimminoet coll, 2003} Ainsi, les

vitesses de rehaussement par prise de contraste régies par ces trois seuils correspondent
respectivement & un degré de vascularisation faible, modéré et élevé de la membrane
synoviale inflammatoir¢Ostergaarcet coll, 1996; Ostergaard, 1997; Ostergaatatoll, 1997} D’autre

pat, nous avons déterminé les taux de rehaussement sur une volume couvrant l'intégralité de
la hauteur rotulienne, ce qui n'avait encore jamais été réalis€, puisque les études précédentes
se limitaient a une approche régionale sur un nombre restreint de ¢osteemardet coll,
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1996; Cimminoet coll, 2003} De plus, I'analyse volumique montre un meilleur niveau de
reproductibilité des mesures en comparaison des études mono-coupes.

Tout comme pour le VMS total, nous avons observé de grandes variations pour les volumes
LVMS, IVMS et RVMS selon les patients. Nous avons également retrouvé, comme dans les
travaux d’OstergaargOstergaardet coll, 1996} une excellente corrélation entre RVMS et le
degré de congestion, par contre, les corrélations sont inverses avec linfiltration, I'assise
cellulaire, la fibrose et le dép6t de fibrine, ainsi que 'cedéme. Le volume RVMS semble ainsi
étre un parametre fiable dans I'estimation de la vascularisation de la membrane synoviale et
dans I'évaluation de réponse thérapeutiques.

En ce qui concerne le volume LVMS, aucune corrélation n'a été trouvée avec les scores
micro- et macroscopiques. Cependant, nous avons démontré, et ce, pour la premiére fois, une
corrélation positive entre le LVMS et 'EVA douleur ainsi que I'indice de Lequesne. Cette
relation ne semble pourtant pas liée aux processus inflammatoires ou fibrotique, puisque ce
dernier paramétre est habituellement associé a une évolution de maladie et des dommages
articulaires[Bresnihanet coll, 1998} Une étude longitudinale parait cependant nécessaire avant
d’ajouter la mesure du LVMS aux caractéristiques associées a la douleur du genou arthrosique
gue sont : les lésions de la moelle osséksonet coll, 2001; Felsoret coll, 2003; Sowert coll,

2003}, les érosions sous-chondrajgsrnandez-Molineet coll, 2007] et les Iésions périarticulaires

[Hill et coll, 2003}

Limites de I'étude

L’'une des limites a notre étude concerne le choix des séquences d’acquisitioriadlRM (
multiplanar spoiled gradient recalled in the steady staten effet, ce type de séquence
impose une durée d’acquisition de 186 secolidelirée qui pourrait étre raccourcie par
I'emploi de séquences plus rapides ou mono-coupe. De ce fait, la fenétre temporelle de 55
secondes, classiquement usitée pour I'évaluation de la synovite dans la polyarthrite
rhumatoide [Ostergaardet coll, 1998] n'a pu étre appliquée. Ceci pourra éventuellement
engendrer un biais dans la comparaison des valeurs de volumes et de vitesses de rehaussement
puisque dépendantes de la forme de la courbe de rehaussement du signal RMN. De plus, le
VMS n’a pas été calculé pour le genou entier, mais uniquement pour la région englobant la
rotule. Enfin, ce type d'étude ne pourra pas étre généralisé a chaque patient souffrant
d’arthrose du genou. En effet, nos patients ont été inclus parce qu’ils nécessitaient un lavage
de larticulation (persistance de douleur et d’effusion en dépit d’'une prise en charge
médicamenteuse).

5 Conclusion

Par ces travaux, nous avons pu montrer que la mesure du VMS et le score IRM synovitique
représentent des techniques reproductibles dans I'’étude du genou arthrosique avec synovite, le
score IRM synovitiqgue présentant de surcroit I'avantage d'étre rapide. Le score IRM
synovitique est bien corrélé aux parameétres microscopiques, particulierement le score
d’infiltration. La mesure du VMS est une technique consommatrice de temps, et les
corrélations avec les parameétres microscopiques ne sont pas satisfaisantes, exception faite
pour la congestion. Comme pressenti, le RVMS est fortement corrélé a la congestion
vasculaire mais pas aux relevés cliniques ou biologiques. De méme, nous avons montré, pour

%8 ¢f. paragraph&rratum, page 160.
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la premiere fois, que la douleur et la perte de fonction peut étre liée au LVMS, qui n'est
cependant pas associé a des particularités microscopiques notables. Ceci restera a confirmer
avec une cohorte plus importante.

Nous souhaitons que les méthodes IRM développées ici puissent, a l'avenir, fournir des
informations pertinentes concernant I'impact de la synovite sur les pertes chondrales du
genou, et puisse aider a I'évaluation de l'efficacité des traitements de I'inflammation associée
au processus arthrosique.

Erratum

La valeur de ‘186 secondes’ avait eté déduite des informations recueillies dans I'entéte des
fichiers Dicomdes deux séries d’acquisitions IRM. Compte-tenu des spécificités techniques et
temporelles inhérentes a la séquence d’acquisition et a l'obtention réelle des images
reconstruites, il n'est pas exact de considérer ce délai de 186 secondes comme étant le laps de
temps réel séparant I'obtention d’'un voxel donné de la série d'IRM ‘non rehaussée’ de son
homologue de la série ‘rehaussée’. Cette donnée erronée de fenétre temporelle induit, de ce
fait, une erreur en valeur absolue des grandeurs des cartographies de rehauEsePant (

contre, les vitesses de rehaussement restent, quant a elles, homogénes les unes aux autres, en
valeurs relatives.

X/ X/ *
L X X IR X4
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Conclusion générale - FersPectives

Au cours de ces années de thése, nous avons étudié les phénomenes physiologiques
(vieillissement) et pathologiques (arthrose, inflammation de la membrane synoviale) en
employant I'lmagerie par Résonance Magnétique. La partie des travaux consacrée aux études
expérimentales mené@s vivo chez le rat ont montré l'intérét de I'IRM, méthode d’analyse

non vulnérante, dans la détection et la quantification des variations morphologiques du
cartilage articulaire. Les résultats recueillis semblent ainsi étre de bon augure pour
I'utilisation de cette modalité d'imagerie dans la détermination de l'efficacité de nouveaux
traitements chondroprotecteurs, voire chondrorégénérateurs, et pour suivieo, les
nouvelles débouchées thérapeutiques que laisse entrevoir I'ingénierie cellulaire et tissulaire.

Les études cliniques, quant a elles, confirment lintérét du recours aux techniques de
cartographie, notamment les cartes T2, pour I'évaluation des modifications structurales et
biochimiques de la matrice extracellulaire du cartilage articulaire. Cette méthode semble
capable de délivrer des informations précoces de la détérioration du cartilage, et ce, avant
méme I'apparition de réelles pertes de substances chondrales. La cartographie T2 pourrait
ainsi constituer un examen de dépistage des stades initiaux de la maladie arthrosique, alors
que l'approche volumique, pourra, quant a elle évaluer le degré d'atteinte dans les stades
avanceées. Le couplage de ces deux techniques complémentaires pourra également étre utilisé
dans I'évaluation de nouvelles modalités du traitement de 'arthrose.

Enfin, I'étude de l'inflammation de la membrane synoviale révele que I'IRM peut aussi servir

a la caractérisation de structures avoisinant le cartilage articulaire, et dont le caractere
pathologique est intimement lié au processus arthrosique. Cette étude alliant mesures
volumiques et vitesse de rehaussement du signal montre l'intérét de I'lRM dans le suivi de la
maladie arthrosique associée a un phénomene inflammatoire.

L'Imagerie par Résonance Magnétique semble tout a fait indiguée dans le contexte
ostéoarticulaire, tant sur un versant de la recherche expérimentale, qu’en médecine clinique,
ou elle représente un formidable outil de détection, quantification et suivi des pathologies et
de leurs traitements. Dans cette optique, une perspective pertinente est d’employer I'IRM
dans les nouvelles voies thérapeutiques émergentes que sont les ingénieries cellulaire et
tissulaire destinées au comblement et a la refonctionnalisation de tissus biologiques lésés.

R/ X/ X/
LXGIR X I X g
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RESUMEen frangais

L'arthrose est une maladie commune observée dans les populations vieillissantes caractérisée par une affection
dégénérative du cartilage articulaire. Le diagnostic clinique de la maladie repose sur la radiographie
conventionnelle. Cette technique permet de mettre en évidence les modifications de l'os liées a l'arthrose
(géodes, condensation de I'os sous-chondral, et ostéophytes) mais n'offre pas une vision directe du cartilage.
Gréace a sa résolution spatiale et son contraste tissulaire élevé, I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM)
individualise le cartilage et le différencie des structures adjacentes (0s, tissu synovial, ménisques et liquide
synovial).

Nous avons mis a profit les potentialités de I'lRM a haut champ (7 Teslas) pour suikve, les modifications

du cartilage de l'articulation fémoro-tibiale chez le rat, au cours du processus de maturation/vieillissement ainsi
que dans un modéle d’arthrose expérimentale (section du ligament croisé antérieur). Ces travaux ont montré une
diminution du volume et des épaisseurs cartilagineuses liée a I'age, tout comme des pertes chondrales fémorales
et un cedéme du cartilage tibial dans le genou arthrosique.

Dans une seconde partie, nous avons appliqué les méthodes de cartographie T2 et de mesures volumiques (a
1,5T) afin de déterminer les variations survenant au sein du cartilage rotulien humain vieillissant. Ces travaux
attestent de la capacité de la cartographie T2 a détecter des modifications matricielles avant I'apparition de
réelles pertes chondrales.

Enfin, notre derniere étude, toujours a 1,5T, concerne la quantification du volume et de l'activité de la
membrane synoviale inflammatoire dans une cohorte de patients souffrant de gonarthrose.

TITRE en anglais
MRI study of the articular ageing-process at 1.5 and 7 Teslas: volumetric and mapping approaches.

RESUMEen anglais

Osteoarthritis (OA) is a common disease observed in elderly population and characterized by a progressive
destruction of cartilaginous tissue. The clinical diagnosis of this disease is realized by conventional radiography.
This method allows visualizing bone modifications related to OA disease (cysts, subchondral bone thickening,
and osteophytes) but is unable to assess directly cartilage structure.

Due to its high spatial resolution and high contrast between tissues, Magnetic Resonance Imaging (MRI) is able
to visualize the cartilage structure and to differentiate it from adjacent structures (bone, synovial tissue, menisci,
and synovial fluid).

We have employed MRI potentialities at high magnetic field (7 Teslas) to falloxiyo, cartilage modifications

in the rat femoro-tibial articulation. This methodology was used to evaluate normal cartilage ageing-process and
to assess an experimental OA model (anterior cruciate ligament transaction). These works showed an age-related
cartilage volumetric and thickness decrease, as well as femoral cartilage damages and tibial cartilage oedema in
OA knees.

In a second part of our work, we applied T2 mapping and volumetric techniques (at 1.5 T) to determine
variations which occur in the elderly human patellar cartilage. Results demonstrated the capacity of T2 mapping
to early detect matricial modifications before any cartilage volumetric impact can be found.

At least, our last study, always at 1.5 T, focused on the synovial membrane volume and inflammatory activity by
taking into account a human population suffering from knee OA.
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