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INTRODUCTION

L’arthrose est une des pathologies de I’articulation la plus répandue chez ’homme. En 1997,
on estimait que la proportion de personnes de plus de 70 ans qui souffrent d'arthrose du genou
est pres de 40 % et que pres de 80 % des personnes souffrant d'arthrose ont une mobilité
réduite et 25 % ne peuvent accomplir les tiches essentielles de la vie quotidienne.

La caractéristique principale de 1’arthrose est la dégénérescence du cartilage. Les moyens
actuels d’imagerie utilisés en clinique (rayons X, scanner, tomographie, IRM et échographie
conventionnelle) ne permettent pas de dépister cette pathologie avant 1’apparition des douleurs
ou I’irréversibilité du processus. Lorsque les méthodes conventionnelles sont insuffisantes, le
rhumatologue peut utiliser la chondroscopie ou I’arthroscopie, moyens invasifs qui ne
fournissent qu’une information qualitative sur le cartilage (palpation et observation de 1’état
surface).

L’échographie de haute fréquence (50 MHz) posséde les atouts nécessaires non seulement
pour permettre ce dépistage précoce, mais ¢également pour fournir une information
quantitative et objective sur 1’altération du cartilage grice a une sensibilité aux propriétes
biomécaniques et structurales du tissu cartilagineux et une résolution élevée due a la gamme
de fréquence choisie. Le Laboratoire d’Imagerie Paramétrique a montré depuis quelques
années la capacité de [’échographie de haute fréquence de détecter les changements
intervenant dans le signal échographique lors de 1’étude de modéles d’arthropathie chez le rat.
L’échographie de haute fréquence permet de détecter les 1ésions chondrales précoces et
locales induites par ’arthropathie. De plus, D’estimation de paramétres acoustiques
(coefficients de réflexion et de rétrodiffusion) a permis de caractériser les modifications de
1’état de surface et de la matrice interne du cartilage.

Compte tenu du potentiel des méthodes de caractérisation et d’imagerie ultrasonore de haute
fréquence, il est important de comprendre 1’origine des modifications du signal induites par la
pathologie. C’est pourquoi, le but de la présente thése est d’étudier 1’interaction entre 1’onde
ultrasonore et le cartilage et de déterminer I’influence des constituants biochimiques sur la
propagation des ultrasons. Les études sont réalisées chez le rat & la fréquence d’exploration de
50 MHz. Nous avons pour cela étudié le cartilage a différentes étapes de sa maturation et au
cours de processus de dégradation enzymatique. Les données ultrasonores sont confrontées

aux résultats histologiques et biochimiques. Les travaux d’exploration ultrasonore et de
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traitement de signal se sont déroulés & Paris au Laboratoire d’Imagerie Paramétrique
UMR 7623 CNRS-Paris VI et les travaux préparatoires (mod¢les de dégradation) et les études
biochimiques et histologiques ont été réalisées a Nancy au Laboratoire de Physiopathologie et
de Pharmacologie articulaires UMR 7561 CNRS-Nancy 1.

Le premier chapitre est une revue générale de la structure du cartilage, des moyens
d’investigation des techniques d’imagerie et des études réalisées antérieurement au
Laboratoire d’Imagerie Paramétrique.

Dans le deuxiéme chapitre sont présentées les méthodes d’estimation des paramétres
acoustiques utilisés dans les différents travaux d’études dans cette these.

Dans le troisieme chapitre nous étudions la maturation en tant que processus naturel,
reproductible et bien connu de modifications du tissu cartilagineux. Cette premicre étude a
pour objet de déterminer les constituants biochimiques susceptibles d’influencer la
propagation de 1’onde ultrasonore dans le cartilage. Dans cette étude, le faisceau est
perpendiculaire a la surface articulaire et la caractérisation tissulaire se résume a 1’évaluation
de la rétrodiffusion de la matrice interne et de la réflexion a la surface.

Afin de confirmer ou d’infirmer les hypothéses formulées en conclusion de I’étude sur la
maturation, nous étudions dans le quatrieme chapitre la dégradation sélective des constituants
matriciels du cartilage.

Dans le dernier chapitre, I’estimation de I’atténuation et de la célérité¢ des ultrasons permet
d’approfondir la compréhension de I’interaction entre 1’onde ultrasonore et le cartilage et de
préciser le réle des constituants biochimiques dans la propagation des ultrasons. Afin de
mesurer correctement les parameétres acoustiques, des sections de rotule ont été explorées avec

un faisceau ultrasonore perpendiculairement au plan sagittal de la rotule.

L’ensemble des travaux s’est effectué dans le cadre du GDR 1210 "Cartilage-Os-tendon:
méthodes innovantes d'imagerie et de caractérisation” (1996-99) et du GDR 2237 "Imagerie et
caractérisation tissulaire appliquées au domaine ostéoarticulaire" (directeur André Briguet) (a

partir de 01/2000).
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INTRODUCTION

Dans ce chapitre, est exposé en premier lieu la composition et I’organisation du cartilage
articulaire. Suit une description des modifications du tissu engendrées par la maturation et par
les pathologies articulaires comme 1’arthrose et 1’arthrite rhumatismale. Nous verrons ensuite
les différentes techniques d’imagerie médicale utilisées pour ’exploration du cartilage
articulaire et 1’évaluation des pathologies du cartilage. Dans cette partie, les techniques
utilisées en routine clinique sont distinguées autant que possible des techniques développées
et employées en recherche. En fin de chapitre sont présentées les différentes études portant sur
I’exploration ultrasonore a hautes fréquences et la caractérisation du cartilage. Cette derniére
partic permettra de faire le bilan des travaux effectués au sein du laboratoire d’Imagerie

Paramétrique.

A. BIOLOGIE DU CARTILAGE

1. Roéle du cartilage articulaire

Le cartilage est un tissu conjonctif trés spécialisé, extrémement rigide mais légerement
¢lastique. II joue un role d’amortisseur des pressions exercées par une partie de 1’articulation
sur une autre. Il est un joint élastique qui répartit les contraintes et assure les contacts et les
frottements entre les piéces osseuses de I’articulation. Sa surface lisse et lubrifiée par le

liquide synovial atténue les frictions dues au jeu de la jointure [Simon, 1977].

2. Composition du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire, dont la teneur en eau est de I’ordre de 75 % [Altman, 1987], est
constitué d’un petit nombre de cellules cartilagineuses, les chondrocytes et d’une matrice
extracellulaire abondante.

Les chondrocytes, seul contingent cellulaire du cartilage, assurent la synthése (anabolisme)
des constituants de la matrice extracellulaire, enchevétrement complexe de macromolécules
extracellulaires interdépendantes. La matrice extracellulaire, qui permet le 10le

d’amortissement du cartilage, contient principalement deux macromolécules, le collagene et le

protéoglycane (PG).
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a. Les chondrocytes

Les chondrocytes occupent entre 0,4 et 2 % du volume du cartilage [Stockwell, 1979],
représentent de 1 a 10 % de la masse du cartilage [Simon, 1977]. IIs ont une densité de 1’ordre
de 14500 par mm’. Leur principale fonction est la synthése des procollagénes, des
protéoglycanes et de protéines non collagéniques. Etant le seul contingent cellulaire du
cartilage, les chondrocytes produisent des enzymes et des inhibiteurs susceptibles de dégrader
la matrice extracellulaire.

Il existe plusieurs types de chondrocytes. Maziéres [Mazieres, 1985] en distingue quatre
principaux répartis dans les différentes couches du cartilage.

o les cellules actives : (10 % des chondrocytes). Elles assurent la synthése des PG et du
collagéne. Elles sont réparties principalement dans le cartilage non calcifié et tout
particuli¢rement dans la couche radiale.

e les cellules de surcharge ou de réserve : (80 % des chondrocytes). Elles sont inactives et
surchargées en glycogéne. Elles peuvent évoluer soit vers la nécrose soit le plus souvent vers
une forme active. Elles sont absentes de la couche superficielle.

o les cellules dégénérées : (10 % des chondrocytes). Elles se situent surtout en surface et en
profondeur.

o les cellules nécrosées : cellules plus ou moins réduites a des débris cellulaires.

La densité cellulaire varie en fonction de la profondeur. Ce phénomeéne est peut-étre li€ a des
facteurs nutritionnels. En effet, comme le cartilage articulaire n’est pas vascularisé, le glucose
et ’oxygene sont apportés de la surface a la profondeur par diffusion de ces éléments dans la
matrice. Ces apports sont plus efficaces prés de la surface, en contact de la synoviale et prés
de I’0os sous-chondral en raison de la perméabilité du cartilage calcifié [Vignon, 1987] que

dans la couche intermédiaire.
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b. Le collagéne

OH O
’%Q& procollagéne sécrété
par Les cellules
(\H OH
mol écule de
‘\é;\')%?\" collagéne
Assemblage en OH 1.5 nm(¢) x 300 nm

microfibrille

E o 5 — ey QQ. ]:I- microfibrille

Assemblage en fibrille
de collagene mature

..1-.
\!
Lo v fibrille de

:::::" ]— ] collagene
7 10 2 300 nm ()

J| % qques microns

Agregation des
fibrilles de callagéne
pour former une
fibre de collagene

F—— |fibre de
b collagéne
J D :

¢ : qques microns

Figure 1 : Représentation schématique des divers événements extracellulaires impliqués

dans la formation d’une fibre de collagéne.

Le collagene est une protéine fibreuse dont la principale caractéristique est sa structure rigide
hélicoidale a trois brins et représente entre 48 % et 62 % du poids sec du cartilage [Mcdevitt,
1973; Simon, 1977; Mankin, 1992]. Trois chaines polypeptidiques de collagene appelées
chaines o sont enroulées les unes autour des autres en une hélice réguliere. Sept formes
différentes de chaines o dont la combinaison détermine le type de collagéne sont connues. Les
différentes combinaisons de chaines o permettent théoriquement d’assembler une centaine de

types de collagene. Seuls dix-sept types ont été décrits. Le type principal du cartilage est le
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type II (90 % du collagéne) [Miller, 1969]. Chez I’adulte, les autres collagenes dits spécifiques
du cartilage rencontrés sont les types IX, X et XI [Mayne, 1989]. On peut cependant trouver
d’autres types dits non spécifiques comme les types I, V, VI et VIII dans le tissu cartilagineux
[Petit, 1989]. Dans la matrice cartilagineuse, les collagenes de types 11, IX et XI sont associés
de fagon particuliére [Chevrier, 1993]. Les molécules de collagene de type II s’assemblent
principalement en polymeres ordonnés appelés fibrilles de collagéne, qui se présentent sous la
forme de structures cablées longues de plusieurs microns et larges de 10 a 300 nm de
diamétre. 11 se forme entre les molécules de collagene des ponts covalents transversaux
appelés cross-link qui procurent a la fibrille une résistance importante. Les fibrilles de
collagéne sont souvent groupées en faisceaux plus importants, les fibres de collagene qui
mesurent plusieurs microns de diamétre (Figure 1). Ces derniéres sont renforcées par du
collagéne de type XI au centre des faisceaux. A la périphérie des fibres se trouve le collagéne
de type IX qui détermine le diamétre des faisceaux. De plus, la liaison entre le réseau des
protéoglycanes et la trame de collagéne se fait par I'intermédiaire du collagene IX et de
glycoprotéines. Les fibres s’organisent en réseau tridimensionnel dans le cartilage pour former
la charpente du tissu cartilagineux. Leur structure confére au tissu une résistance aux forces
d’étirement. Le réseau collagénique se présente sous la forme d’arcades appelées arcades de
Benninghoff. Ces structures sont ancrées dans 1’os sous-chondral perpendiculairement a
I’interface os/cartilage. Elles se courbent au fur et & mesure qu’elles se rapprochent de la

surface pour finir paralléles a celle-ci (Figure 2).

ARMOR PLATE LAYER
OF DENSELY PACKED JOINT SURFACE
FINE COLLAGEN FIBRILS ~» e =
ARCADES
oF
| < BENNINGHOFF
TIDEMARK —»- «— CALCIFIED
SUBCHONDRAL BONE LAYER CARTIAGE
LAYER

Figure 2 : Représentation schématique du réseau collagénique au sein du cartilage

c. Les protéoglycanes
Le protéoglycane est une macromolécule constituée d’une protéine porteuse appelée core
protein liée de fagon covalente 4 au moins une chaine de glycosaminoglycanes (GAG)

(Figure 3). Les protéoglycanes représentent entre 10 % et 23 % du poids sec du cartilage
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[Mcdevitt, 1973; Mankin, 1992]. On distingue sept types de GAG : le hyaluronane ou acide
hyaluronique, les chondroitines 4 et 6-sulfate, le dermatane sulfate, I’héparane sulfate,
’héparine et le kératane sulfate. La diversité structurale des PG permet la constitution de sites
protéiques interagissant spécifiquement avec d’autres composants matriciels ou cellulaires.
Cette treés grande capacité interactive permet aux PG de participer a I’assemblage de la matrice
tout en lui conférant de nombreuses capacités rhéologiques, comme I’hydratation ou la
résistance aux forces compressives. En fait, graice aux GAG, les PG peuvent accumuler
jusqu'a 50 fois leur poids en eau, cette hydratation étant limitée par le volume du réseau
collagénique. Cette propriété hydro-attractive leur permet de résister aux forces de
compression. Dans le cartilage articulaire, les PG les plus abondants sont des PG formant des
agrégats. Il s’agit du versicane et surtout de I’agrécane. Ce dernier a la particularité de lier un
grand nombre de chaines de chondroitine sulfate (n=100) et de kératane sulfate (n=50) qui
représente 90 % du poids de la molécule. L’agrécane constitue une pression osmotique

importante qui maintient un taux d’hydratation important dans le cartilage.

noyau d'acide /

hyaluronique
£

kbratana -

sullute b

Figure 3 : Représentation schématique d’un agrégat de protéoglycane

A coté des agrégats importants, des petits protéoglycanes sont formés d’un faible nombre de
chaines, comme la décorine (1 chaine), le biglycane (2 chaines) et la fibromoduline. IIs ont la
particularité d’étre riche en leucine. Du fait de leur organisation poreuse et hydratée, les GAG

permettent la diffusion rapide des molécules hydrosolubles et le déplacement des cellules.
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Bien qu’ils remplissent ’espace extracellulaire, les GAG ne représentent que 10 % de la
quantité des protéines fibreuses comme le collagéne. L’acide hyaluronique est un
glycosaminoglycane qui ne se fixe pas sur une protéine porteuse a la différence des autres
GAG. L’augmentation locale de la production d’acide hyaluronique attire 1’eau et provoque

un oedéme de la matrice.

d. Autres constituants

En dehors du collagéne et des protéoglycanes, le cartilage renferme un certain nombre de
protéines appelées glycoprotéines qui ne sont ni collagéniques ni protéoglycaniques. Les
fonctions de ces différentes molécules ne sont pas toutes déterminées. Certaines jouent le role
de liens entre les différents constituants de la matrice ou entre les chondrocytes et la matrice.
D’autres servent de stimulant de synthése d’ADN par les cellules.

L’eau (75 % du cartilage) intervient & plusieurs niveaux. Comme le cartilage est un tissu
avasculaire, elle sert de milieu de propagation pour les nutriments qui diffusent au sein de la
matrice jusqu’aux chondrocytes. Grice aux constituants trés hydrophiles de la matrice, elle
participe a la fonction d’amortissement et de répartition des forces de compression auxquelles
est soumis le cartilage. Elle joue un role dans le processus de dilatation de la matrice qui

permet aux cellules de migrer lors de la croissance.
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3. Organisation du cartilage articulaire

Zone
tangentielle
Chondrocyte
Zone
moyenne
Amas de
Chondrocyte
Matrice
Zone
profonde
"Tide mark”
cgg;ige Chondrocyte

hypartrophigue

4 Os sous-chondral

Moelle osseuse
sous-chondrale

Figure 4 : Organisation générale du cartilage (d’aprés Poole)

Le cartilage présente globalement une organisation en couche selon 1’axe de profondeur
défini de la surface articulaire a I’interface entre le cartilage et 1’os sous-chondral. Elle est le
reflet des forces de tension, de compression et de cisaillement auxquelles est soumis le

cartilage.

Depuis 1949, il est usuel de distinguer quatre couches selon 1’axe de profondeur en fonction
de la morphologie des cellules, de la concentration de la matrice en PG et en collagéne et de
I’orientation des fibres de collagéne [Hunziker, 1982] (Figure 4). Les ¢épaisseurs des

différentes couches du cartilage indiquées en pourcentage ont été estimées pour le cartilage
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des condyles fémoraux chez I’Homme. En général, I’épaisseur du cartilage, I’organisation de
celui-ci et les épaisseurs des différents couches définies dépendent de plusieurs facteurs :

- lage

- espece

- la nature et la localisation de I’articulation

- la topographie intra-articulaire

e La couche superficielle ou tangentielle : Elle représente 2 a 3 % de 1’épaisseur du cartilage.
Les cellules, de petites tailles (10 & 20 microns de diameétre) présentent une forme ellipsoidale
dont le grand axe est parall¢le a la surface. Elles sont deux a trois fois plus nombreuses que
dans les autres couches et apparaissent isolées. Les fibres de collagéne sont fines et paralléles
a la surface articulaire. Le taux de collagene est plus élevé et celui des PG est plus faible que
dans les autres couches. Comme la somme des concentrations de chacun des deux constituants
reste constante sur toute 1’épaisseur du cartilage, les taux de collagéne et de PG évoluent en
sens opposé selon la profondeur. En fait, pendant que la concentration en collagéne diminue,
celle des PG augmente en fonction de la profondeur [Muir, 1970; Venn, 1978]. Cette couche
posséde la plus faible concentration en agrécane, protéoglycane principale et le plus fort
contenu en décorine, petit protéoglycane par rapport aux autres couches. Le contenu en eau est

de 80 %.

e La couche transitionnelle ou aléatoire : Elle occupe 5 % de I’épaisseur. Les chondrocytes
sont plus gros et de forme plus arrondie que dans la couche superficielle. L’orientation des
fibres de collagéne est dite aléatoire non dans le sens que chaque fibre peut prendre n’importe
quelle direction, mais dans le sens que le nombre de fibres en fonction de 1’orientation est
constant. En fait, les fibres de collageéne forment les arcades de Benninghoff. Le contenu en

eau se situe entre 70 % et 80 %.

e La couche profonde ou radiale : Elle représente la majeure partie du cartilage puisqu’elle
en constitue 92 %. Le mot désigne I’orientation des fibres de collagene qui est perpendiculaire
a la surface. Elles sont par ailleurs plus épaisses que dans les autres couches. Les chondrocytes
sont plus volumineux et groupés en amas de 2 a 6 cellules perpendiculaires a la surface avec

une densité plus faible. Le contenu en eau est de I’ordre de 70 %.
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Ces trois premicres couches constituent la partie du cartilage articulaire appelée cartilage

hyalin.

e La couche calcifiée: Occupant environ 2 % du volume matriciel du cartilage, elle
correspond au cartilage minéralisé et fait le lien entre le cartilage et 1’0os sous-chondral. 11
contient le front de minéralisation et constitue la zone d’ancrage du cartilage dans 1’os parce
qu’elle posseéde des propriétés mécaniques intermédiaires entre celles de 1’os et celles du
cartilage. Cette couche résulte d’un mécanisme semblable a celui qui intervient dans le
cartilage de croissance lors de I’ossification endochondrale. A la différence du cartilage de
croissance qui est résorbé et remplacé par I’os mature, la zone tampon entre 1’os et le cartilage
calcifié est conservée pour le cartilage articulaire. Les chondrocytes sont hypertrophiques et
synthétisent un collagéne particulier, le collagéne de type X. La jonction entre les zones

calcifiée et non calcifiée est appelée tidemark qui est bien visible en histologie.

B. MATURATION DU CARTILAGE

Au cours de la maturation, le cartilage articulaire est le si¢ge d’importantes modifications
tant dans la composition (en eau, protéoglycanes et collagéne) que dans la structure (des
protéoglycanes et du réseau collagénique) ou dans la réponse biologique des chondrocytes aux
stimuli biomécaniques.

La majorité des travaux sur la maturation a été menée sur le cartilage de lapin. La plus
complete des études chez le lapin est celle de Bland et Ashhurst [Bland, 1996] qui traite de
]’évolution du cartilage du genou de lapin du 17 “™ jour intra-utérin jusqu'a I’4ge de deux ans.
Dans cette étude, lors de la premiére semaine, le cartilage croit de facon considérable. Les
cellules de la couche superficielle s’aplatissent parallélement & la surface et sont plus proches
les unes des autres que dans les autres couches. La surface articulaire contient du collageéne de
type I et non de type IL. Par contre en profondeur, les chondrocytes produisent du collagene de
type Il et le type I n’y est pas détecté. L’ossification de I’épiphyse, débutée dés la naissance,
est terminée six semaines aprés la naissance. On peut distinguer, a cette période, différentes
couches paralléles a la surface dans le cartilage. Dans la couche sous la surface, les cellules
sont aplaties parallélement a la surface. Au-dessous se trouve une couche fine possédant des
cellules de forme ronde. Dans une troisiéme couche, les chondrocytes commencent a former
des colonnes perpendiculaires de 4 4 6 cellules. L’épaisseur du cartilage a la sixiéme semaine

est semblable a celle de la premiére semaine. La distribution des types de collagéne change au



Chapitre I : Structure et techniques d'exploration du cartilage articulaire 21

cours de la période allant de la premiére a la sixiéme semaine. Au début de cette période, la
matrice cartilagineuse contient trés peu de collagéne de type I sauf dans la couche
superficielle. Aprés les six premiéres semaines, le collagéne de type II est présent dans toutes
les couches du cartilage, y compris dans la couche superficielle. La tidemark, limite entre les
cartilages hyalin et calcifié, est visible pour la premiére fois entre les 12 ™ et 14 “™ semaines.
Durant cette méme période, la densité cellulaire diminue et la stratification est mieux définie.
Deux autres études sur le lapin complétent cette description de la maturation. Dans le travail
de Castano Oreja et al. [Castano Oreja, 1995] sur 1’évolution du cartilage entre les sixiéme et
huitiéme semaines postnatales, il est rapporté que I’épaisseur du cartilage et la densité
cellulaire diminuent en fonction de 1’age. Par ailleurs, la diminution de la densité cellulaire est
plus importante en surface qu’en profondeur et les délimitations des différentes couches
histologiques se précisent avec 1’dge. Zim er al. rapportent qu’aprés la naissance la taille
hydrodynamique des protéoglycanes diminue entre la 12 ™ et la 22 ™ semaine chez le lapin
[Zirn, 1984].

Chez I’Homme, deux études plus générales sur le cartilage décrivent la maturation. Tout
d’abord, Hunziker fait une description des différences entre les stades immature et mature
chez ’homme [Hunziker, 1982]. Le stade mature présente un haut degré d’anisotropie avec
des couches clairement définies. Le stade immature est caractérisé par un tissu cartilagineux
plus épais et moins stratifié avec des cellules distribuées de fagon plus aléatoire et plus
isotrope. Cependant, les chondrocytes augmentent de taille avec la profondeur. La maturation
est réalisée par un processus plutét d’addition de tissu que de transformation de tissu. C’est
cette addition qui permet 1’augmentation d’anisotropie du tissu coincidant avec
I’augmentation de 1’aptitude biomécanique du cartilage a remplir son réle d’amortisseur.
Cependant, cette aptitude est complétement acquise par un remodelage du tissu. McDevitt a
étudié la biochimie du cartilage articulaire [Mcdevitt, 1973]. Il indique que durant la
maturation, le contenu en collagéne augmente progressivement pendant que les contenus en
eau et en protéoglycane diminuent. Par ailleurs, le réseau collagénique s’organise au cours de

la maturation. Il observe les mémes évolutions chez d’autres especes.

C. PRINCIPALES PATHOLOGIES DU CARTILAGE CHEZ L’HOMME

Les principales pathologies qui entrainent la dégradation du cartilage sont ’arthrose et
Parthrite. L’arthrose est une maladie dégénérative alors que Darthrite est une maladie

inflammatoire.
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1. L’arthrose

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, I’arthrose est la résultante des phénomenes
mécaniques et biologiques qui déstabilisent I’équilibre entre la synthese et la dégradation du
cartilage et de ’os sous-chondral. Lors de I’arthrose, la partie de 1’articulation la plus touchée
est le cartilage qui se dégrade au fur et & mesure de 1’évolution de la pathologie. Par ailleurs,
1’0s sous-chondral est remanié et il existe volontiers une hyperplasie, voire une inflammation
synoviale non négligeable. On peut distinguer deux catégories de pathologies arthrosiques :
les arthroses primitives et secondaires. Les premiéres, qu’elles soient locales ou généralisées,
ne sont pas tributaires d’autres affections. En revanche, les arthroses secondaires sont
provoquées par d’autres étiologies, telles que des anomalies du tissu conjonctif, des
arthropathies microcristallines, des vices architecturaux (dysplasie) et certaines maladies
inflammatoires, métaboliques ou endocriniennes.

Les descriptions classiques du cartilage arthrosique font état de fibrillations en surface du
tissu qui correspondent a des fissurations, parfois a des vacuoles et voire jusqu'a des érosions
profondes [Hough, 1989b]. A un stade précoce de la maladie, on assiste a une prolifération de
chondrocytes, a I’extension des lacunes, cavités dans la matrice extracellulaire ou se trouvent
les cellules et a la formation de groupements cellulaires appelés « clusters ». En paralléle de
leur prolifération, les cellules voient leur activité de synthése des constituants matriciels
augmenter de facon semblable a une tentative de réparation. Suite a un changement de
phénotype, les chondrocytes synthétisent plutoét du collagéne de type I au lieu de type 1I et
également de type X. Les fibres de collagéne de type I sont généralement plus épaisses que
celles de type IL Par ailleurs se crée un déséquilibre entre inhibiteurs des métalloprotéases et
enzymes des métalloprotéases, en faveur de ces dernieres. Ce qui entraine une dégradation du
protéoglycane principal, I’agrécane qui se répand en dehors de la matrice affaiblissant le
cartilage. La modification de la composition de la matrice extracellulaire entraine un
changement de I’élasticité et de la résistance aux forces subies par le cartilage. Il en résulte
une altération locale du cartilage et une diminution de son épaisseur qui conduit a terme a la

dégénérescence totale du cartilage.

2. Polyarthrite rhumatoide

Comme dans le cas de I’arthrose, la destruction du cartilage hyalin est la conséquence de
I’arthrite. D’autres parties de [’articulation sont touchées comme les structures

périarticulaires : érosion de 1’0s sous-chondral, hyperplasie de la membrane synoviale appelée
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pannus synovial et altérations capsulo-ligamentaires. Il existe deux sortes de pathologies
arthritiques quant a leur mode de fonctionnement : les arthrites aigués et chroniques. Les
premieres sont provoquées par une inflammation ponctuelle dans le temps, alors que les
deuxiémes sont soumises & des inflammations répétées périodiquement. Il s’avere qu’une
arthrite chronique provoque en générale des 1ésions plus profondes qu’une arthrite aigu€ a
cause de la répétition de ’affection. Comme dans le cas des pathologies arthrosiques, il existe
des arthrites primaires et secondaires définies selon les mémes critéres.

Dans le cas de Darthrite, il se forme un tissu granuleux, recouvrant le cartilage articulaire,
appelé pannus et dont I’origine serait due a une inflammation de la synoviale en contact de la
surface du cartilage [Hough, 1989a]. Ce tissu provoque la dégradation du tissu cartilagineux.
Le cartilage passe d’une phase cellulaire dominée par des nodules de cellules synoviales et
proliférantes a une phase de fibrose. Les derniers changements dans 1’articulation montrent un
tissu conjonctif, dense et fibreux remplagant le cartilage hyalin et pénétrant dans 1’os sous-

chondral.

D. TECHNIQUES D’IMAGERIE DU CARTILAGE

La détection des lésions précoces du cartilage induites par différentes pathologies articulaires
se révele un enjeu majeur de santé publique. La difficult¢ est 1’élaboration de cet outil
permettant le diagnostic précoce des lésions. Dans les différentes techniques d’imagerie
médicale, il est nécessaire de distinguer celles utilisées en clinique et celles utilisées en
recherche. En clinique, le recours a la radiographie, voire a I'IRM, permet le plus souvent un
diagnostic pressenti d’arthrose, alors que les lésions du cartilage sont déja constituées.
D’autres techniques ou modalités d’acquisition permettent en revanche d’espérer un dépistage

plus précoce.
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1. La radiographie

Figure 5 : Image de radiographie d’un genou humain. Le tissu cartilagineux est

difficile a distinguer des parties osseuses a cause du faible contraste de I’image.

Le principe de la radiographie est de réaliser des images d’atténuation d’un faisceau de
rayons X a travers un tissu biologique. La valeur de ce paramétre varie énormément selon les
tissus explorés, notamment entre 1’os et les tissus mous. La résolution en imagerie
conventionnelle est de 'ordre de 100 pm [Martel, 1991]. L’individualisation du tissu
cartilagineux étant difficile, 1’évaluation du cartilage se fait de facon indirecte en mesurant
’interligne articulaire appelé en anglais joint space width (JSW) [Buckland-Wright, 1999;
Buckland-Wright, 2000] (Figure 5). Le pincement de cet interligne est le signe radiographique
qui traduit une perte cartilagineuse dans des conditions standardisées d’incidence et de
positionnement du patient. Une difficulté de cette technique est liée a la faible reproductibilité
de la mesure de ce pincement. Un certain nombre de biais peut influencer la mesure, tels que
I’orientation du faisceau des rayons X, la portance de la zone de mesure, le fléchissement du
genou, la rotation du pied, le facteur de grossissement et les repéres radio-anatomiques
[Boegard, 1999; Hartford, 2001]. Parallélement, la délimitation de 1’os est rendue difficile par
le fait que I’image est la projection du volume de tissu exploré sur un plan. C’est pourquoi la
radiographie est une technique qui a besoin d’une procédure trés précise sur le positionnement
du patient et sur les caractéristiques du systéme d’acquisition pour avoir des mesures
reproductibles [Ravaud, 1997]. La radiographie est la technique d’imagerie médicale la plus
classique dans la détection de I’arthrose. Elle se révéle peu onéreuse, non-invasive et
d’utilisation simple. Néanmoins, elle fournit une image qui est une projection 2-D d’un
volume irradié avec un faible contraste tissulaire malgré une bonne résolution. Par ailleurs,

elle ne permet pas 1’évaluation directe de 1’état du cartilage et soumet les patients a des
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rayonnements qui ne sont pas sans danger, bien que les intensités employées soient assez

faibles.

2. Le scanner

Cette technique permet d’obtenir des acquisitions de forte résolution en densité et en détail
avec un acces a la troisiéme dimension grice a I’acquisition de coupes axiales. Le scanner
permet de s’affranchir des problémes cruciaux de positionnement du patient rencontrés dans
la radiographie. Pour renforcer la distinction des différents tissus explorés, on injecte dans le
tissu étudié un agent de contraste (iode) [Vande Berg, 2000]. Malgré cette injection,
I’évaluation directe de I’état du cartilage reste difficile. Une étude a tout de méme montré que
’on peut évaluer avec une précision équivalente a celle de I’imagerie & résonance magnétique
nucléaire le volume et 1’épaisseur du cartilage articulaire [Eckstein, 1998]. Par ailleurs, une
autre étude sur ’arthrose a montré que 1’arthroscanner permet de classer les lésions selon la
nomenclature définie en chondroscopie par Beguin et Locker avec une spécificite de 100 % et
une sensibilité variant de 22 & 100 % [Gagliardi, 1994]. L’arthroscanner se révele donc étre
une technique invasive permettant une mesure locale de 1’atténuation des rayons X et une

information 3-D sur I’articulation en s’affranchissant des problémes de positionnement.

3. L’imagerie par résonance magnétique nucléaire

Comparativement aux techniques utilisant les rayons X (radiographie et scanner), I'IRM a
I’avantage d’individualiser le cartilage précisément de facon non traumatique et dans les trois
plans de I’espace. L’imagerie IRM du cartilage repose sur le signal des protons contenu dans
le tissu cartilagineux. En séquence pondérée T; (spin écho et écho de gradient), le cartilage
apparait globalement homogéne de sa superficie vers 1’os sous-chondral avec une couche
hypointense correspondant a la zone calcifiée du cartilage et a 1’os sous-chondral (Figure 6).
En séquence pondérée T, (fast spin écho), le cartilage apparait en isosignal avec une fine
couche superficielle en hyposignal et une couche profonde d’autant plus faible que la
pondération T, est marquée [Loeuille, 1998] (Figure 7). Dans certaines conditions, on peut
apercevoir plusieurs couches au sein du cartilage. Mais leur aspect et leur nombre dépendent
des séquences utilisées. Certains phénoménes physiques, comme [’artefact de troncature ou
I’effet de 1’angle magique, peuvent renforcer 1’aspect plurilaminaire du cartilage [Erickson,
1997; Franck, 1997]. Par ailleurs, on remarque que les couches délimitées en IRM ne

correspondent pas forcément aux couches définies en histologie. Elles traduisent cependant
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des modifications biochimiques et structurales locales du cartilage [Loeuille, 1997]. Les
¢tudes réalisées avec des séquences pondérées en T et T, ( en spin écho), montrent une
sensibilit¢ faible de I'IRM pour les lésions cartilagineuses débutantes lorsqu’elles sont

confrontées aux données arthroscopiques [Recht, 1994].
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Figure 6 : Image IRM d’un genou en séquence pondérée T1 montrant un tissu

cartilagineux trés contrasté par rapport aux parties osseuses.

Figure 7 : Image IRM d’un genou en séquence pondérée T2 montrant un tissu

cartilagineux avec un aspect plurilaminaire indiqué par la fleche blanche

Les séquences en 3D SPGR (spoiled gradient echo) ou en saturation de la graisse (FLASH)
et les séquences FSE T2 (fast spin echo) sous-estiment in vivo les 1ésions de bas grade (grade
| : cedéme et grade 2 : fissure) et évaluent correctement les lésions de grade plus séveres
(grade 3 : fissuration jusqu’a 1’os sous chondral et grade 4 : mise a nu de I’0s sous chondral)
[Recht, 1996]. Par ailleurs, il a été montré que les mesures d’épaisseur effectuées sur les
images pondérées T1 sont corrélées aux mesures faites en histologie et la différence de mesure

résiduelle est due a la faible résolution des images IRM [Kladny, 1996]. L’étude volumique
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est réalisée avec des séquences 3-D echo gradient pondérées T1 qui présentent un bon
contraste tissulaire et une bonne résolution spatiale [Graichen, 2000]. L’étude volumique
s’avere étre un outil supplémentaire pour une évaluation longitudinale du cartilage ou pour
déterminer les variations de volume des lésions chondrales en zones portantes au cours de
’arthrose. Certains auteurs ont montré une diminution plus importante du volume du cartilage
tibial et condylien interne chez des patients souffrant de gonarthrose.

A T’heure actuelle, les appareils utilisés en clinique ne peuvent que détecter la dégradation du
cartilage a partir de 1’apparition de fibrillations ou de fissurations en surface du cartilage et
notamment le pincement de I’interligne, les ulcérations du cartilage et la mise a nu de ’os
sous-chondral, quelque soit la séquence utilisée. Le principal axe de recherche est
I’amélioration de la résolution des images pour pouvoir détecter le ramollissement initial du
cartilage cedémateux (chondromalacie). Ultérieurement, ces techniques devraient permettre
d’explorer non invasivement 1’action de médicaments a visée chondroprotectrices. Trois
méthodes quantitatives semblent étre trés prometteuses pour caractériser biochimiquement et
structurellement le tissu cartilagineux : il s’agit des techniques de cartographies simples (T1,
densité protonique et surtout T2) (Figure 8) ou associées a 'utilisation d’agents de contraste et
de I’imagerie sodium [Borthakur, 1999; Borthakur, 2000]. Cette derniére est cependant

limitée a des imageurs purement expérimentaux.

Figure 8 : cartographie T2 d’un genou humain en coupe axiale

L’utilisation d’agents de contraste (manganése, gadolinium) [Sciulli, 1999], injectés par voie
intraveineuse ou intra-articulaire, constitue une deuxiéme voie d’approche quantitative. Cette

diffusion des agents de contraste peut étre appréciée quantitativement par cartographie T1 du
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tissu cartilagineux et permet de suivre la déplétion en protéoglycanes du fait de ’affinité des

PG pour I’agent de contraste.

4. L'échographie conventionnelle basse fréquence

Actuellement, 1’épaule, la hanche [De Pellegrin, 2000] et le genou sont les principales
articulations dont la visualisation et 1’exploration sont pratiquées en routine clinique surtout
pour 1’étude des structures abarticulaires (tendons). La gamme de fréquence est située entre 5
et 10 MHz. La résolution axiale obtenue a ces fréquences est de I’ordre de 0,2 mm. Le
cartilage hyalin a été étudié uniquement au genou [Dichfield, 2000; Disler, 2000; Grobbelaar,
2000; Tomlinson, 2000]. Il apparait comme une bande hypoéchogéne encadrée par deux
interfaces trés échogeénes qui correspondent aux interfaces respectives entre le liquide synovial
et le cartilage et entre le cartilage et 1’os sous-chondral. Cependant, son étude est limitée a
certaines régions accessibles, notamment la partie postérieure des condyles au sein de la
gouttiére intercondylienne en position de flexion. Le cartilage arthrosique est détecté selon
différents critéres :

¢ diminution de la netteté de I’interface entre le liquide synoviale et le cartilage indiquant la
présence de fibrillations a la surface du cartilage.

e augmentation de I’échogénicité de I’interface entre le cartilage et 1’os sous-chondral, due a
des modifications du cartilage et de 1’os sous-chondral.

e amincissement de la bande située entre les interfaces hyperéchogénes indiquant une
diminution de I’épaisseur du cartilage qui peut aller jusqu’a la disparition totale du tissu
cartilagineux et la mise a nu de I’os sous-chondral.

L’échographie conventionnelle se révéle étre une technique peu colteuse lorsqu’elle est
pratiquée de facon non invasive. Par ailleurs, elle est non irradiante. La mesure de 1’épaisseur
du cartilage est possible. Il est nécessaire d’augmenter la fréquence ultrasonore pour améliorer
la résolution des images et pour permettre la détection et la quantification des changements
locaux du cartilage induits par les pathologies articulaires. Néanmoins, la zone d’exploration

en profondeur est limitée par 1’atténuation des ultrasons dans le cartilage.

5. L’arthroscopie et la chondroscopie

L’arthroscopie est une technique invasive utilisée en dernier recours par rapport aux
méthodes non invasives a cause du geste chirurgical qu’elle implique. Elle consiste a

I’introduction au sein de ’articulation d’une optique 2 vision directe ou d’un palpeur manuel.
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L’optique, reliée a un appareil photographique ou vidéo permet au praticien d’observer
directement les surfaces articulaires, notamment celles des différents cartilages de
’articulation. Le palpeur, en contact de la surface, donne une information qualitative et
subjective sur la rigidité du cartilage. En revanche, le praticien ne peut pas obtenir des
informations sur la structure interne du cartilage.

Les résultats, principalement observés par la suite, sont obtenus par cette technique dans le
cas de I’arthrose, celle-ci étant la pathologie la plus étudiée lors d’arthroscopie. En tenant
compte des observations visuelles et des informations tactiles grace au palpeur, les praticiens
ont pu classer les lésions dégénératives du cartilage en quatre stades (Figure 9). Cette
classification proposée par Beguin et Locker ne tient compte ni de la taille ni de la localisation
des lésions [Ayral, 1996].

e Stade 0 : le cartilage est normal et présente un aspect blanc, brillant et luisant a I’image et
ferme et élastique a la palpation.

e Stade | : un ramollissement du cartilage est détecté a la palpation (chondromalacie).

e Stade Il : des filaments, des fissurations, des érosions et éventuellement des « clapets »
sont observés visuellement en surface du cartilage.

e Stade III : A I’image apparaissent des fissurations en « gueule de requin » et le cartilage a
’aspect en « chair de crabe ». Dans les fissurations, le praticien sent un contact avec 1’0s sous-
chondral.

e Stade IV : Il n’a plus de cartilage et 1’0s sous-chondral est mis a nu

Figure 9 : Images d’arthroscopie de la surface articulaire présentant ’état de la surface

articulaire a différents stades :
stade I : état cedémateux et ramollissement (A)
stade II : état irrégulier (B)

stade IV : mise a nu de I’os sous-chondral (C)
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En parallele de [Darthroscopie, la chondroscopie (arthroscopie médicale ou office
arthroscopy) est une technique utilisant des instruments de petit diamétre autorisant une
exploration endo-articulaire sous anesthésie locale [Ayral, 1993; Ayral, 1995]. Au lieu de la
simple description des surfaces articulaires, elle a pour but le suivi et la quantification des
lésions cartilagineuses dans le cadre de I’étude de nouveaux traitements chondroprotecteurs et
permet de réaliser des biopsies synoviales et des régularisations méniscales. En revanche, les
gestes chirurgicaux plus lourds (synovectomie, plastie du ligament croisé antérieur) ne
peuvent étre réalisés en chondroscopie.

En conclusion, il est difficile d’envisager 1’arthroscopie comme moyen de routine clinique a
cause de son caractére invasif. Elle représente actuellement la technique de référence (gold

standard) pour 1’évaluation des lésions du cartilage.

6. Autres techniques d’'imagerie

Les techniques d’imagerie que nous allons voir maintenant, sont utilisées principalement

dans le domaine de la recherche et pratiquement pas en routine clinique.

a. La scintigraphie

La scintigraphie est une technique radio-isotopique qui permet de suivre aprés injection
locale ou parentérale le devenir d’un radio traceur dans le site articulaire, dans le cas présent.
Il est possible de construire une cartographie du rayonnement radioactif de 1’isotope injecté
sur des régions anatomiques précises. L’image représente une projection 2-D d’un volume
irradié et le parametre cod¢é en niveaux de gris est le nombre de décroissances radioactives
provenant d’un volume élémentaire. Dans une étude réalisée sur le cartilage articulaire du
genou, du sélénium 75 a été injecté par voie intra-articulaire dans le genou chez des lapins
[Yu, 1999]. 15 minutes apres I’injection, la scintigraphie montre que 1’élément radioactif se
situe surtout dans le cartilage et que sa concentration locale est proportionnelle a la celle des
chondroitines sulfates, donc des protéoglycanes. Une autre étude de scintigraphie, avec un
cation qui est une serine protéinase (antileucoprotéinase) marquée a 1’lode 123, est réalisée
dans un modéle de monoarthrite induite chez le rat [Meyer, 2000]. Il a ét¢ montré que la
diminution de la quantit¢ d’antileucoprotéinase, qui est une structure cationique injectée
comme radio traceur dans les deux genoux, refléte la déplétion locale des PG du fait de

I’affinité des PG pour le traceur. Cette technique a permis de montrer des déplétions en PG sur
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le genou arthritique ainsi que sur le genou controlatéral. Comme I’'un des premiers
changements significatifs de I’arthrose est la déplétion en PG du cartilage, la scintigraphie
pourrait étre un moyen de détection des pathologies impliquant une déplétion en PG aux

stades précoces (43).

b. Latomographie a cohérence optique

La tomographie a cohérence otique (OCT) est une technique basée sur la rétrodiffusion de la
lumicre infrarouge de facon analogue a I’échographie ultrasonore. La résolution axiale est de
I'ordre de 5 a 15 pm, mais la pénétration de la lumiére est au mieux de 4 mm actuellement
[Herrmann, 1999]. Une étude a été réalisée chez ’homme en différents sites (genou, hanche,
cheville, métatarse, phalange, coude, vertébre et clavicule). L’OCT est capable de montrer les
modifications trés fines de la structure induites par I’arthrose. Il existe une trés bonne
concordance entre les images d’OCT et d’histologie. La mesure d’épaisseur en OCT montre
une différence de 7 & 9 % par rapport aux mesures histologiques, car le tissu subit des
distorsions lors de la préparation histologique. Une image d’OCT est sensible 2 la polarisation
de la lumiére qui peut étre modifiée par 1’organisation des fibres de collagéne. Comme une
des modifications structurales induites par [’arthrose est la désorganisation du réseau
collagénique, la quantification du degré de polarisation de la lumiére peut étre un moyen de
dépistage de ’arthrose du cartilage. Par ailleurs, 1’eau absorbe la longueur d’onde 1500 nm
dans le domaine de fréquence de I’OCT. Cette technique peut donc mesurer le contenu en eau

du cartilage.

E. MESURES DE PARAMETRES ACOUSTIQUES DU CARTILAGE ET
ECHOGRAPHIE DE HAUTE-RESOLUTION

1. Caractérisation du cartilage

Les différents travaux d’exploration par ultrasons sont présentés par ordre croissant des
fréquences utilisées. Chiang E. H. et al présentent une intéressante étude in vitro de
caractérisation de la surface articulaire a 5 MHz chez ’homme sur des cartilages normaux et
arthrosiques des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux [Chiang, 1997]. L’intérét de cette
étude est de présenter une méthode qui peut étre envisagée comme moyen de détection de
P’arthrose chez ’Homme. Elle est basée sur 1’évaluation de la rugosité de la surface articulaire
par la mesure du coefficient de réflexion de cette méme surface. Dans cette ¢tude, il est

montré que suivant le degré de rugosité, ce parametre acoustique est plus ou moins
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indépendant de I’angle d’incidence du tir ultrasonore dans un domaine angulaire qui augmente
avec le degré de rugosité. Cette méthode pourrait étre appliquée in vivo pour 1’évaluation de
fibrillation de la surface articulaire induite par 1’arthrose par une sonde endo-articulaire. Les
tailles des défauts qui sont de l'ordre de 20 um a 150 pm requiérent une fréquence
d’exploration assez basse de ’ordre de 5 MHz.

L’étude de Toyrds J et al porte sur la caractérisation a 22 MHz chez le beeuf, de
dégradations enzymatiques du cartilage articulaire in vitro [Toyras, 1999]. 60 échantillons ont
été étudiés pour cette étude. L’épaisseur du cartilage a été mesurée par une sonde de pression
en forme d’aiguille et les deux parametres acoustiques, la célérité et I’atténuation, ont été
évalués dans le sens de la profondeur. Grace a [’utilisation de la collagénase, enzyme
dégradant spécifiquement le collagéne, le coefficient de réflexion a la surface articulaire
diminue de facon significative (- 96,4 %, p < 0,01). Cette diminution s’explique par une
fibrillation des fibres de collagéne. De plus, ils observent une légére diminution de la célérité
des ultrasons (-6,2 %, p < 0,01). Dans une moindre mesure, la dégradation par la
chondroitinase ABC, enzyme spécifique des PG provoque une légére augmentation de
I’échogénicité de I’intérieur du cartilage ( + 18,1 %, p < 0,05) et une diminution de la célérité
(- 13,4 %, p < 0,01) aprés 44 heures d’incubation. Pour les deux dégradations, aucune
variation n’est observée pour I’atténuation. Par ailleurs, sur les lignes échographiques apparaft
un écho entre les signaux de la surface articulaire et de ’interface entre le cartilage et 1’os
sous-chondral qui correspond au front de pénétration de la chondroitinase au sein du cartilage.
Aucun changement significatif n’a été relevé en ce qui concerne ’atténuation.

Myers S. 1. et al., ont présenté une étude portant sur ’exploration in vitro a 25 MHz de
cartilages humains normaux (27 échantillons) et arthrosiques (40 échantillons) de picces
anatomiques (nécropsies) [Myers, 1995]. Le cartilage normal présente le méme aspect que
celui décrit a plus basse fréquence, une bande hypoéchogene (la matrice interne du cartilage)
encadrée par deux interfaces échogénes (la surface articulaire et la limite entre le cartilage et
1’0s). La surface articulaire est plus échogéne pour le cartilage arthrosique. L’interface entre le
cartilage et 1’os sous-chondral apparait plus large et plus irréguliere dans le cartilage
arthrosique. L’augmentation de 1’échogénicité de la matrice est due a la fibrillation du
cartilage et 1’épaisseur de la premiere interface est proportionnelle a la profondeur des
irrégularités de surface évaluées en histologie (r = 0,78). Les épaisseurs du cartilage mesurces
en échographie sont corrélées fortement a celles mesurées en histologie (r = 0,87). La célérité

des ultrasons est plus élevée dans le cartilage normal (1658 + 185 m.s™") que dans le cartilage
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arthrosique (1581 + 148 m.s™"). Aucune relation n’a été observée entre la célérité des ultrasons
et le contenu en eau d’une part et les concentrations en acide hyaluronique et en
hydroxyproline d’autre part qui reflétent respectivement les contenus en PG et en collagéne.

Les travaux de Senzig D. A. ef al. ont porté sur la mesure de ’atténuation dans le cartilage
fémoral chez le beeuf dans la bande de fréquence 10 - 40 MHz dans cinq échantillons [Senzig,
1992]. Le coefficient d’atténuation mesuré est la moyenne intégrale de 1’atténuation dans la
bande 10-40 MHz. Les valeurs de ce coefficient varient entre 28 et 65 dB/cm. Au sein d’un
méme échantillon, 1’atténuation mesurée localement varie entre 6 % et 60 % de la valeur
moyenne de 1’échantillon. Ces résultats indiquent que 1’atténuation dépend de la localisation
de la mesure, notamment si elle est située dans une partie portante de I’articulation étudiée.

Kim H. K. W. et al. ont étudié¢ 4 50 MHz chez le porc les changements opérés au sein du
cartilage articulaire, au cours de la maturation, par 1’étude qualitative des images
échographiques et la mesure de 1’épaisseur du cartilage [Kim, 1995]. L’étude a porté sur
12 échantillons de la sixiéme semaine & la vingtiéme semaine postnatales. Chaque partie du
genou est explorée par le transducteur selon les plans sagittal et transverse. Sur les images
échographiques, il a été observé, entre les deux interfaces trés échogénes (la surface articulaire
et la limite entre le cartilage et ’0s sous-chondral), un aspect trilaminaire du cartilage. Ce
dernier consiste en une succession de trois bandes qui sont respectivement hypoéchogene,
hyperéchogéne et anéchogene, de la surface articulaire a 1’os sous-chondral. Cet aspect
concerne uniquement les porcs 4gés de vingt semaines. Les épaisseurs relatives des couches
sont respectivement de 40 - 50 %, 40 - 45 % et 5 - 20 % de celle du cartilage. Ce phénomene
est observé généralement pour les plateaux tibiaux, la rotule et les condyles fémoraux, a
I’exception des parties portantes de ces derniers ou le cartilage est homogéne et anéchogene.
Les épaisseurs relatives des trois couches varient selon la position du cartilage articulaire au
sein de ’articulation. Chez les porcs 4gés de 6 semaines et de 10 semaines, le cartilage ne
présente pas d’aspect trilaminaire. Kim n’a pas trouvé de corrélation exacte entre 1’aspect
trilaminaire décrit ci-dessus et les différentes couches histologiques du cartilage articulaire.
Mais il note cependant que I’organisation du cartilage observée sur les coupes histologiques
colorées a la safranine O (coloration spécifique des PG) semble correspondre a [’aspect en
trois couches décrit en échographie.

La derniére étude notable sur le cartilage a haute fréquence est celle de Agemura D. H. et al.
sur la mesure de la célérité et de I’atténuation chez le beeuf adulte a 100 MHz [Agemura,

1990]. Plusieurs cas de dégradations par attaques d’enzymes spécifiques ont été comparés au
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cas normal. Pour chaque série, seuls deux échantillons ont été étudiés. Les enzymes ont été
choisies pour trois buts différents : enlever les constituants matriciels non collagéniques du
cartilage (chondroitinase ABC, trypsine, elastase), dégrader spécifiquement les chondroitines
sulfates, glycosaminoglycanes composant les protéoglycanes et rompre les cross-link,
molécules reliant les fibres de collageéne entre elles. Une augmentation de ’atténuation est
observée lorsque les cross-link sont rompus. En effet, les valeurs d’atténuation se situent entre
88 + 9 dB/mm et 147 + 15 dB/mm pour les cartilages normaux et entre 143 + 14 dB/mm et
185 £ 14 dB/mm pour les cartilages dont les cross-link sont rompus. La célérité des ultrasons
est influencée par ’orientation des fibres de collagéne par rapport au faisceau ultrasonore. En
effet, les valeurs de célérité se situent entre 1635 = 27 m/s et 1671 £ 61 m/s lorsque la zone
explorée contient des fibres aussi bien paralléles que perpendiculaires au faisceau. En
revanche, pour une orientation strictement perpendiculaire au faisceau, les valeurs de célérité
se situent entre 1660 44 m/s et 1720 + 99 m/s. Par ailleurs, la dégradation des chondroitines
sulfates semble apparemment avoir une influence sur les propriétés acoustiques du tissu, mais

le petit nombre d‘échantillons ne permet pas de conclure.

2. Travaux effectués au Laboratoire d'Imagerie Paramétrique

Ces études ont été mises en ceuvre pour évaluer la capacité de 1’échographie de haute
fréquence de détecter les 1ésions précoces et locales de I’arthrose. Les études présentées ont
pour objet 1’exploration en 3D par échographie de haute fréquence (50 MHz) in vitro du
cartilage rotulien de rat.

Le sujet de la premiére étude est un modéle d’arthrose induite chimiquement par 1’injection
d’une dose de 3 mg de mono-iodo-acétate (MIA) dans 1’articulation du genou [Saied, 1997].
Les changements observés sur les images échographiques par rapport a celles de la rotule
controlatérale pour les deux premiéres semaines apres I’injection sont un léger amincissement
du cartilage, une baisse de 1’échogénicité de la surface articulaire qui devient plus irrégulicre,
une augmentation de 1’échogénicité de 30 % de la matrice interne du cartilage et 1’apparition
de structures échogenes dans 1’os sous-chondral (Figure 10). Pour les quatriéme et huiticme
semaines apres injection, le cartilage est tellement dégradé que les mesures d’€paisseur et
d’échogénicité pour les cartilages arthrosiques ne peuvent étre comparées a celles de cartilages
témoins. Par ailleurs, pour les deux derniéres semaines, 1’0os sous-chondral est tellement
remanié que 1’estimation de 1’épaisseur du cartilage devient difficile. Au cours du temps,

I’échogénicité diminue aussi bien en surface qu’a ’intérieur du cartilage. L. histologie montre
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une déplétion et une désorganisation des chondrocytes, une déplétion et la prolifération d’un

tissu conjonctif et fibreux dans I’os sous-chondral.

Figure 10 : Corrélation entre I’échographie (a gauche) et ’histologie (a droite)

Dans une seconde étude sur ce modéle d’arthrose chez le rat, la dose de MIA a été diminuée
de 3 mg a 0,1 mg pour provoquer des Iésions moins séveres du cartilage et évaluer la
sensibilité des ultrasons a détecter des modifications structurales moins prononcées [Cherin,
1998]. Pour la premiére semaine apres injection, 1’épaisseur du cartilage arthrosique est
légeérement plus faible que celle du cartilage normal. Dans les semaines suivantes, la tendance
s’inverse et I’écart entre les épaisseurs des cartilages arthrosiques et témoins est de ’ordre de
20 % en quatriéme semaine. Cet cedéme est sans doute di a la réparation du tissu. Le
coefficient de réflexion (CIR) qui refléte la structure de la surface articulaire, est plus faible
pour le cartilage arthrosique par rapport au cartilage témoin dés la premiére semaine et 1’écart
augmente avec du temps. Le coefficient de rétrodiffusion (CIRD) qui refléte la structure de
Pintérieur du cartilage, est plus élevé pour le cartilage arthrosique par rapport au cartilage
témoin dés la premiére semaine et I’écart diminue avec le temps. En derniére semaine, le
CIRD du cartilage normal est plus €élevé que celui du cartilage pathologique. Les variations de
ce paramétre reflétent des changements de densit¢ des diffuseurs et donc du contenu des

constituants et de I’organisation de la matrice dans la couche intermédiaire du cartilage. Les
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deux parametres mesurés peuvent fournir des informations sur les modifications locales de
structure du cartilage induites par des pathologies articulaires comme I’arthrose.

Une troisiéme étude a consisté a mettre au point une méthode de détection en 3D des
contours du cartilage (surface articulaire et interface entre le cartilage et 1’os sous-chondral)
[Lefebvre, 1998]. A partir de ces contours, on peut déterminer en chaque point du balayage
I’épaisseur du cartilage (Figure 11). Sur 162 rotules dont 67 arthrosiques, la méthode a
déterminé correctement la surface dans 99 % des cas et ’interface entre le cartilage et 1’0s
dans 86 % des cas. Les valeurs moyennes de I’épaisseur du cartilage estimée de fagon
automatique sont corrélées fortement avec les valeurs moyennes de 1’épaisseur estimée
manuellement (r = 0,92). Cette méthode permet de suivre les modifications des interfaces du
cartilage au cours du développement de pathologies comme I’arthrose et au cours de la

maturation.

b RO pathologique
épaisseur en pm  pCA controle =

809

épaisseur en pm

Figure 11 : Reconstructions 3-D des interfaces de cartilage témoin et arthrosique. Les
nappes colorée et grise représentent respectivement la surface articulaire et Pinterface
entre le cartilage et I’0os sous-chondral. L’épaisseur du cartilage calculée en chaque point
du balayage est codée en niveau de couleur dont les deux échelles en pm indiquent le

paramétrage.

CONCLUSION

Le tissu cartilagineux se révele étre un tissu complexe, anisotrope et composé de trois
constituants principaux, les chondrocytes, le collagene (de types II, IX, X et XI) et les
protéoglycanes. C’est ’association des ces deux derniers constituants qui permet au cartilage

d’assurer son role d’amortisseur. Les pathologies articulaires modifient 1’équilibre entre ces
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deux macromolécules, empéchant ainsi le cartilage de remplir correctement son rdle
d’amortisseur et entrainent & terme sa dégénérescence. C’est pourquoi les techniques
d’évaluation des pathologies articulaires et de détection de leurs 1ésions précoces se révélent
cruciales pour éviter cette dégénérescence.

Actuellement, les techniques d’imagerie utilisées en clinique comme la radiographie, le
scanner, I’IRM et [’échographie basse-fréquence, ne permettent pas de détecter les
manifestations dégénératives du cartilage avant I’apparition des douleurs qui se produisent a
un stade souvent tardif de la maladie. Les études réalisées au sein de notre laboratoire et celles
menées par d’autres groupes sur 1’exploration du cartilage par 1’échographie qualitative et
quantitative de haute fréquence ont montré la sensibilit¢ des ultrasons aux modifications
induites par les pathologies articulaires. La plupart de ces études montrent que 1’image
¢échographique et les parameétres acoustiques permettent de différencier les tissus
pathologiques des tissus sains. Néanmoins, elles n’ont pas permis d’identifier clairement la
part des constituants biochimiques et leurs caractéristiques dans les modifications du signal
ultrasonore. Exceptés, celles de deux groupes qui ne rapportent néanmoins aucune étude
quantitative histologique et biochimique : Agemura et al. qui montrent (sur 2 échantillons par
cas) I’influence de I’orientation des fibres de collagéne sur la célérité et des ruptures des ponts
covalents (cross-link) sur D’atténuation [Agemura, 1990] et Tdyrds et al. qui décrivent
seulement 1’influence de la variation des contenus du collagéne et des PG sur la propagation
de I’onde ultrasonore dans le cartilage[T6yras, 1999].

L’identification du réle des constituants du cartilage dans les modifications du signal
ultrasonore induites par les pathologies articulaires étant importante aussi bien pour un
diagnostic que pour le suivi de I’effet des thérapeutiques, 1’objectif des travaux présentés dans
les chapitres suivants est de comprendre ’interaction entre I’onde ultrasonore et le cartilage et
de déterminer D’influence des constituants biochimiques dans la propagation de 1’onde
ultrasonore. La méthode employée consiste a étudier a 50 MHz le cartilage de rat a différents
stades de sa maturation et dans des processus de dégradation enzymatique. Les données
ultrasonores sont confrontés aux résultats biochimiques et histologiques afin d’établir des
liens entre les parameétres acoustiques étudiés et les caractéristiques des constituants

biochimiques.
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CHAPITRE Il : METHODES QUANTITATIVES

DE CARACTERISATION TISSULAIRE

38



Chapitre II : Méthodes quantitatives de caractérisation tissulaire 39

INTRODUCTION

Dans un premier temps est présenté le matériel utilisé pour l’acquisition des données
ultrasonores et I’exploration échographique. Nous verrons ensuite les différentes méthodes de
calcul des coefficients de réflexion, de rétrodiffusion et d’atténuation ainsi que celle de la
célérité des ultrasons. En fin de chapitre est présentée la méthode de mesure d’épaisseur du
cartilage 4 partir d’images échographiques, bien que ce dernier index quantitatif ne soit pas a
proprement parler un parameétre acoustique, car il n’est pas établi & partir d’un traitement du

signal.

A. MATERIEL D’ACQUISITION

1. Banc d’acquisition

Le banc d’acquisition utilisé lors des expériences comprend un transducteur, un générateur
d’impulsions, un oscilloscope numérique, un ensemble moteur et un ordinateur PC. La partie
moteur est posée sur une table anti-vibration. Le générateur (5900 PR de Sofranel) de
200 MHz de bande passante émet une impulsion électrique de courte durée qui excite le
transducteur. Le signal de réception est observé a I’oscilloscope (Lecroy Co, New York, USA,
modéle 9450A) ou il est échantillonné 3 400 MHz et numérisé sur 8 bits. Enfin il est
sauvegardé dans la mémoire de 1’ordinateur avec les conditions d’acquisition. C’est & partir de
cet ordinateur qu’un logiciel d’acquisition gére aussi bien les commandes de déplacement des
moteurs que ’enregistrement des lignes échographiques. Le systéme des moteurs développé
par la société Microcontrole peut déplacer la sonde ultrasonore selon les trois dimensions de
I’espace avec une précision de 0,1 pm et de 1 pm respectivement pour les deux axes de
déplacement horizontaux et ’axe vertical. Un quatriéme moteur permet une rotation de I’axe

du transducteur dans un plan vertical avec une précision de 0,01°.
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Figure 1 : Représentation schématique du banc d’acquisition ultrasonore

2. Transducteur

Le transducteur utilisé est un piézoélectrique polymeére (PVDF) de la société Toray (Japon).
Le diamétre actif a et le rayon de courbure rc sont respectivement de 3 mm et de 7,5 mm. Le
transducteur est taillé pour résonner selon un spectre centré sur 125 MHz. A cause de
I’atténuation de I’onde dans 1’eau, le signal réfléchi par une plaque d’acier située a la distance
focale du transducteur F' (7,5 mm) présente un spectre centré sur 55 MHz. La valeur de
Iatténuation ultrasonore mesurée dans ’eau est de 2,19x10™ dB/mm.MHZ* dans la bande de
fréquence 8-67 MHz [Taylor, 1972]. Si on étend cette loi jusqu’a 125 MHz, ["amplitude du
signal diminue de 51 dB pour la fréquence de construction et de 9 dB pour la fréquence

centrale f; du spectre réfléchi par la plaque d’acier (55 MHz).



Chapitre II : Méthodes quantitatives de caractérisation tissulaire 41

3. Résolution du systéme échographique

a. Résolution axiale

La résolution axiale qui est la capacité de distinguer deux structures réfléchissantes situées le
long de I’axe de propagation, est essenticllement définie par la durée de la réponse
impulsionnelle du capteur. Celle-ci est mesurée en pratique dans la limite des - 20 dB de
I’intensité maximale. La durée de cette impulsion mesurée a - 20 dB est inférieure a 60 ns qui

correspond a une résolution de 45 pm pour une célérité des ultrasons dans I’eau de 1500 m.s™.

Signal de référence
pour I'estimation de la résolution axiale
1,56 -

0,5 -

20 120

-0,5

Amplitude (V)

15
temps (ns)

Figure 2 : Résolution axiale a la focale (I’amplitude est unités arbitraires)

b. Résolution latérale

Pour la résolution latérale qui est la capacité de distinguer deux structures réfléchissantes
situées dans le plan perpendiculaire & I’axe de propagation, la distribution de la pression
acoustique dans le plan focal d’un transducteur focalisé peut étre définie de fagon analytique &
’aide de fonctions de Bessel en mode monochromatique [Raum, 1997]. La résolution latérale
peut étre alors définie comme le diamétre du faisceau ultrasonore ou I’intensité du champ

acoustique demeure dans la limite de - 6 dB de I’intensité maximale. Ce diamétre est donné

par I’expression suivante :

R

latérale

a

=1,028><x><[£] ey
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ou A est la longueur d’onde de I’onde monochromatique. Pour les travaux présentés dans les
chapitres suivants est utilis¢ le mode impulsionnel ou le spectre du signal d’émission
comporte une certaine largeur de bande au lieu d’une seule raie. Certains auteurs estiment que
I’expression de la résolution latérale en mode monochromatique peut s’appliquer au mode
impulsionnel a condition de remplacer A par A , la longueur d’onde correspondant & la
fréquence centrale du spectre [Hunt, 1983]. Dans le cadre de cette loi, la résolution latérale est
de 70 um pour une célérité des ultrasons dans I’eau de 1500 m.s™.

En pratique, la résolution latérale peut étre estimée en mesurant le maximum de I’énergie
des signaux réfléchis par un fil placé a la focale du transducteur. Avec des fils de diameétre de
15 pm et de 50 um, on obtient respectivement des valeurs de 65 pm et de 69 um, proches de

la valeur théorique.

c. Profondeur de champ

Pour la caractérisation d’un transducteur est évaluée aussi la profondeur de champ qui
correspond a la zone ou les caractéristiques du champ acoustique restent proches de celles du
champ situé au point focal. A cette fin est estimée la distribution de la pression acoustique le
long de 1’axe qui admet une solution analytique pour un transducteur focalisé en mode
monochromatique. La profondeur de champ correspond dans ce cas a la zone de I’axe dans
laquelle ’intensité du champ acoustique demeure dans la limite de - 6 dB en dessous de
I’intensité maximale. La longueur de cette zone est donnée par 1’expression suivante :

2
PC = 7,08xkx[£) 2
a

Comme pour la résolution latérale, I’expression valable pour le mode monochromatique peut

s’appliquer au mode impulsionnel en remplagant A par A . Dans le cadre de cette loi, la

profondeur de champ est de 1200 um pour une célérité des ultrasons dans I’eau de 1500 m/s.

B. ETUDE DES PARAMETRES ACOUSTIQUES

1. Estimation de la réflexion et de la rétrodiffusion

a. Estimation de la réflexion

Les coefficients de la réflexion et de la rétrodiffusion apparente sont calculés dans le cadre
de I’acoustique linéaire qui suppose des variations faibles localement des grandeurs physiques

dans I’espace considéré.
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L’écho réfléchi en direction du transducteur par I’interface entre le sérum physiologique et le
cartilage dont la distance est située a la distance z du transducteur, est de type spéculaire, car
la taille de cette structure réfléchissante est bien supérieure a la longueur d’onde des ultrasons.

Le spectre d’énergie du signal peut étre modélisé par I’équation suivante :

S.(2./)= E(f)X G(f) x 4y (2, /)< H} (2, /)X R (f) 3

ou E(f) est la fonction d’émission (qui comprend 1’excitation électrique et la transduction
électroacoustique), G(f) est la fonction de réception (incluant la transduction acousto-
électrique et la fonction d’appareil en réception), 4o(z,f) est la fonction d’atténuation de I’onde
ultrasonore dans le sérum physiologique jusqu'a la profondeur z (aller-retour), H,’(z,f) est la
fonction de diffraction (aller-retour) et R.(f) est le coefficient de réflexion a la surface du tissu.
Les hypothéses permettant d’établir cette modélisation de la réflexion sont les suivantes :

1. La distance z entre le transducteur et chaque point de la surface étudiée doit étre grande
devant les dimensions du transducteur. Les fonctions de diffraction et d’atténuation
peuvent étre alors séparées.

2. les dimensions de la surface exposée sont petites devant z. Le terme d’atténuation est alors

considéré comme constant en tout point de la surface et le terme Hi(zf) est égal a
I’intégrale de la fonction de diffraction sur la surface étudiée.

3. La surface étudiée est suffisamment plane pour que ’angle entre le vecteur d’onde et la
normale & la surface soit proche de zéro. Ainsi le coefficient de réflexion peut étre
considéré indépendant de 1’angle en tout point de la surface.

4. L’impédance acoustique locale de la surface étudiée est constante en chaque point de la
surface. Le coefficient peut étre considéré comme constant en chaque point de la surface.

Pour évaluer le coefficient de réflexion, il est donc nécessaire de connaitre les différentes
fonctions d’atténuation, de diffraction, d’émission et de réception ou de les éliminer grace a la
normalisation par le spectre d’un signal de référence. Ce signal est obtenu par la réflexion
normale de 1’onde ultrasonore sur un miroir acoustique plan, considéré comme parfait et situé

a la méme distance z que la surface étudiée. En appliquant la modélisation utilisée pour le

signal réfléchi par la surface du tissu, le spectre du signal de référence peut s’écrire :

S (z, )= E(F)XG(f)x A4, (z, fIxH(z, f ¥R () 4)

Les dimensions de la surface étudiée restent petites devant la distance z si le transducteur est

focalisé sur la surface ou juste en dessous de la surface. Par ailleurs, les dimensions de
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’ouverture du transducteur restent petites devant cette méme distance. En ce qui concerne la
planéité de la surface, on peut modéliser la surface du cartilage par un paraboloide
hyperbolique, quadrique qui ressemble a une selle de cheval. Les rayons de courbure calculés
expérimentalement a partir des images échographiques au centre de la rotule sont
respectivement 1,5 et 3,5 mm pour les plans centraux transverse et sagittal. Les différences
maximales de la surface correspondante au paraboloide hyperbolique déterminé par ces
valeurs expérimentales par rapport a un plan tangent en son centre sont de I’ordre de la dizaine
de microns donc trés petites devant la distance focale. On peut donc pour cette méme zone de
mesure considérer comme négligeable ’effet de courbure de la surface et on peut poser
comme hypothéses 1’égalité entre les fonctions Ay(z,f) et 4,(z,f) et entre les fonctions Hi(@zf) et

H,%(zf). En considérant la plaque d’acier comme un miroir acoustique parfait et non dispersif,

on peut poser que : R.(f)=1.

En effectuant le rapport des deux expressions, R.(f) est défini par 1’expression :

— SC(Z’f)
Rc(f)—m (5)

Les dimensions des fibres de collagéne et des cellules a la surface du cartilage sont
respectivement de ’ordre du micron et de la dizaine de microns. Si ces structures
réfléchissantes entrainent des variations locales d’impédance sur ’ensemble de la surface
étudiée, R.(f) représente alors un coefficient moyen au lieu d’un coefficient constant sur la
surface tout en considérant néanmoins que les fonctions d’atténuation et de diffraction sont
constantes sur I’ensemble de la surface. S.(z,f) et S.(z,f) sont les spectres calculés par la
transformée de Fourier des signaux réfléchis respectivement par la surface étudiée du cartilage
et par la plaque d’acier utilisée comme miroir acoustique.

Les signaux sont complétés par des zéros avant le calcul par transformée de Fourier. Cette
opération appelée zero-padding permet un échantillonnage en fréquence plus précis du spectre
calculé.

L’énergic moyenne exprimée en décibel a pour expression :
R*(f)=10xlog,{|R. (1)) 6)

ou <..> désigne la moyenne spatiale sur un ensemble de lignes échographiques.
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Le coefficient intégral de réflexion qui représente le niveau moyen de réflexion dans la

bande passante & - 6 dB du spectre du signal réfléchi Af est défini par :

1
CIR=— | R® )
a7 SR

b. Estimation de la rétrodiffusion :

Le signal retrodiffusé par un volume d¥ de la matrice interne du cartilage situé a la focale du

transducteur peut étre modélisé par I’expression suivante :
S.(z,.. )= E(YXG()x Az, S IxH] (2, S IR (fIXU 2. f) ®)

ou z, est la distance séparant le début du volume dV du transducteur, 7.(f) est le coefficient
de transmission a I’interface sérum-cartilage, U(z,,f) est la fonction de rétrodiffusion induite
par les structures diffusantes du volume dV, H,’(z,f) est la fonction de diffraction (aller-
retour) et A(z,,f) est la fonction d’atténuation globale (aller-retour) pour les deux milieux de
propagation, sérum physiologique et cartilage. Ce dernier terme peut se décomposer sous la

forme suivante :
A(Z‘,,f): AO(ZO9f)XAc(Zv _ZO’f) ©)

ou Ao(zo,f) et Az, - zo,f) sont respectivement les fonctions respectives d’atténuation dans le
sérum physiologique et dans le cartilage et zy désigne la distance entre le transducteur et la

surface du cartilage.

Les hypothéses permettant d’établir cette modélisation de la rétrodiffusion sont les
suivantes :

1. la distance z entre le transducteur et chaque point du volume dV est suffisamment grande
devant les dimensions du transducteur pour pouvoir séparer les fonctions d’atténuation et
de diffraction dans I’expression du signal rétrodiffusé.

2. Les dimensions du volume d¥ sont suffisamment petites par rapport a z pour considérer la
fonction d’atténuation constante en chaque point de dV et le terme H(z,.f) est égal &

I’intégrale de la fonction de diffraction sur le volume dV.

Le spectre S.(z,,f) est estimé par transformée de Fourier du signal rétrodiffusé, apres étre

complété par des zéros. Ce spectre est normalisé par le spectre S,(z,,f) du signal de référence,
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réfléchi par une plaque d’acier placée a la distance z_afin d’éliminer les fonctions de transfert
du systéme d’acquisition :

_S.(z,,/)
Mc(Zvaf)—m (10)

Les dimensions du volume étudié restent petites devant la distance z lorsque le transducteur
est focalisé sur la surface ou juste en dessous. De méme, les dimensions de I’ouverture du
transducteur restent petites devant cette méme distance z. Les célérité¢ des ultrasons dans le
cartilage et le sérum physiologique sont peu différentes. L’hétérogénéité des structures a
I’intérieur du volume étudié ne nous empéche pas de considérer la fonction de diffusion
globale comme la multiplication par le nombre de diffuseurs de la fonction de diffusion d’un
diffuseur moyen en supposant que les fonctions de diffraction et d’atténuation sont
globalement constantes a I’intérieur du volume. On peut poser comme hypothése 1’égalité des
fonctions Ao(zo,f) et A.(zy,f). Le volume dV est suffisamment petit et la célérité des ultrasons
dans I’eau et dans le sérum physiologique sont suffisamment proches pour considérer
équivalentes les fonctions H,’(z,.f) et H,’(z.,f). En négligeant les pertes d’énergie a la surface

articulaire et en considérant la plaque d’acier comme un miroir acoustique parfait, on peut

estimer que : 72(f)=R.(f)=1.

Ce rapport spectral est qualifié d’apparent car la fonction d’atténuation dans le tissu subsiste
dans la différence spectrale.

La courbe de rétrodiffusion moyenne est exprimée en décibel par :

1o f) an

W (z,, £ )=10xlog,(

A partir de la courbe de rétrodiffusion est évalué le coefficient intégral de rétrodiffusion
apparente qui représente le niveau moyen de rétrodiffusion dans la bande passante 4 - 6 dB du

spectre du signal rétrodiffusé Af et est donné par 1’expression suivante :

I S
CIRD—Af&[Mc (z,. S Mf (12)
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2. Estimation de I'atténuation et de la célérité des ultrasons

a. Processus d’acquisition

L’atténuation et la célérité des ultrasons sont estimées par des méthodes de substitution
[D'astous, 1986; Van Der Steen, 1991]. Ces deux paramétres sont déterminés en chaque point
du balayage a la différence des Coefficients intégraux de réflexion et de rétrodiffusion
apparente. Une plaque d’acier considérée comme miroir parfait est utilisée comme référence.
Les coupes de tissu sont maintenues au dessus de la plaque d’acier. Dans la figure suivante
sont représentées les deux lignes échographiques utilisées pour I’estimation des deux
paramétres : une ligne échographique a travers le tissu Sp(2) et la ligne de référence en
’absence du tissu Sy(?).

Les temps de vol des quatre échos (¢; — #4) représentent dans I’ordre les temps d’arrivée des
échos de la plaque d’acier en absence du tissu, d’entrée et de sortie du tissu et de la plaque

d’acier a travers le tissu.

plaque
d’acier
E() a
Srer(?) )
]
E®) r
Ss(t) .Mnf 'w_-%’_'
‘ 1) t3 ty tissu

Figure 3 : Représentation schématique des lignes échographiques utilisées

dans le calcul de I’atténuation et de la célérité
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b. Estimation de I'atténuation

Nous avons vu pour la réflexion et la rétrodiffusion que le spectre de puissance du signal

réfléchi par la plaque d’acier en I’absence de tissu S,(z,f) a pour expression :

S (z, /)= E(f)XG(f)X 4 (z, [ I (2, f ¥R, (f) (4)

En présence du tissu, le spectre de puissance du signal réfléchi par la plaque d’acier S«(z.f) a

pour expression :

S,(z, /)= E(N)XG()x Az, fIXHz, FIXR ([ IXT} (f)xe > 2% (13)

ou Afzf) est la fonction d’atténuation de ’onde ultrasonore dans le sérum physiologique
jusqu'a la profondeur z (aller-retour) en présence du tissu, H;’(z,f) est la fonction de diffraction
(aller-retour) en présence du tissu jusqu’a la profondeur z, off) est le terme d’atténuation dans
le tissu et Ep est I’épaisseur locale de tissu traversé.

On peut considérer que les fonctions A4,(z,f) et Afzf) sont égales, car la différence de
parcours dans le sérum est négligeable devant le double de la distance focale 2z (1,5 cm). En
effet, la plus grande épaisseur de tissu traversé est de I’ordre de 300 pm et représente au
maximum 4 % du double de la distance focale. De méme, les fonctions H,’(z,f) et H/(zf)
peuvent étre considérées comme égales. Ces fonctions ne dépendent que de la géométrie de la
sonde et du milieu de propagation. La plus grande source d’erreur réside dans la différence de
célérité entre le tissu cartilagineux et le sérum physiologique. La célérité des ultrasons dans ce
sérum est de 1’ordre de 1500 m.s™' et celle dans le cartilage est au maximum de 1700 m.s™.
L’erreur maximale sur la célérité est donc de I’ordre de 13 %. Avec une épaisseur de tissu

représentant 4 % du parcours de I’onde, U’erreur sur le plan focal est de 'ordre de 0,5 %.

Enfin, on peut négliger par ailleurs les pertes aux interfaces et poser que : 7,(f)=1.

L’atténuation en fonction de la fréquence a donc pour expression :

S, (f)}
S,(f)

a(f) = %Logm{

(14)

avec of) en dB.mm’™.

L’épaisseur de tissu traversé est estimée par méthode temporelle et déterminée a partir de la

position des quatre échos définis dans la figure précédente.
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En fonction de la position des quatre échos (f; — #) et de la célérité des ultrasons dans le

sérum physiologique Cy, I’épaisseur Ep s’exprime sous la forme :

(tl _t4)+(t3 _tz)J

2 (15)

Ep=C, X{
Les spectres sont calculés par transformée de Fourier du signal réfléchi par la plaque d’acier
complété par des zéros.
A partir de la fonction d’atténuation sont évalués deux parameétres :

- Le coefficient intégral d’atténuation CI4 exprimé en dB.mm™ qui représente le niveau

moyen de I’atténuation dans la bande de fréquence Af":
C]A'—'LJ‘O(,(f)Z’f (16)
Af 5

- En supposant que la variation de I’atténuation en fonction de la fréquence peut étre
modélisée par 1’équation suivante : o(f)=a.f", I’exposant n est évalu¢ par régression

linéaire de la fonction Log(oi(f)) en fonction Log(f).

c. Estimation de la célérité

La célérité des ultrasons dans le tissu cartilagineux est estimée par méthode temporelle et
déterminée a partir de la position des quatre échos définis dans la figure précédente.

En fonction de la position des quatre échos (f; — #) et de la célérité des ultrasons dans le

sérum physiologique Cy, la célérité C, a pour expression :

=t
C, =c¢><[1+1—_—4} (17)

L=t

Pour I’évaluation de la célérité dans le sérum physiologique, on acquiert 1’écho réfléchi par
la plaque d’acier pour deux distances différentes entre la sonde et la plaque d’acier.
Connaissant la longueur du déplacement de la sonde entre 1’acquisition des deux lignes, Cy a
été estimée grice a la mesure du temps entre les échos de la plaque d’acier des deux lignes

échographiques.
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d. Détermination de la position des échos

Pour les calculs de célérité et d’épaisseur, la méthode retenue pour la détermination de la
position de chaque écho est celle basée sur la détection de I'extremum de plus grande
amplitude de 1’écho. Cette méthode est particulierement adaptée pour les signaux de trés
faibles amplitudes proches du niveau de bruit. Le début du signal entier de chaque écho est
repéré par un seuil. Pour I’écho de sortie du tissu, la position déterminée par le seuil
correspond a la fin du signal, car la détection se fait dans le sens décroissant du temps. A
partir de la position correspondante au seuil, on détermine l’extremum de plus grande
amplitude du signal dans la fenétre contenant 1’écho choisi. Pour la détermination de la
position de I’écho de la plaque d’acier, I’extremum de plus grande amplitude correspond a
Pextremum de la ligne échographique entiére. En vue d’améliorer la précision du calcul, la
position de chaque écho, retenue pour le calcul de célérité et d’épaisseur, est évaluée par un
calcul d’interpolation parabolique de I’extremum détecté et de ses deux plus proches voisins.

Sur douze mesures de la célérité des ultrasons dans le sérum physiologique Cy, I’écart moyen
des valeurs estimées avec interpolation est divisé par deux par rapport a celui des valeurs

estimées sans interpolation.

3. Estimation de I'épaisseur du cartilage

Deux images B-scan de I’enveloppe du signal sont choisies au centre du cartilage et
parall¢lement au plan sagittal. Dans ces images est délimitée une région d’intérét (ROI) au
centre du cartilage par les interfaces sérum-cartilage et cartilage-os et par deux segments
paralléles joignant les deux interfaces et distants 'un de 'autre de 1 mm. L’épaisseur
moyenne ¢ du cartilage exprimée en um est calculée a partir de I’expression suivante :

_ A4, ¢
Y (18)
ou A est ’aire de la ROI en pixels, dL est le nombre de pixels séparant les deux segments, ¢
est la célérité moyenne des ultrasons dans le tissu et £, est la fréquence d’échantillonnage du

signal.
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Figure 4 : Mesure d’épaisseur en échographie sur les images en mode B.

D’aprés 1’expression de I’épaisseur, seule la valeur de la célérité des ultrasons dans le
cartilage peut étre une source de biais. En effet, ’incertitude sur la valeur de la célérité
entraine une incertitude du méme ordre sur la valeur de I’épaisseur du cartilage exprimée en
microns. Les travaux d’Agemura [Agemura, 1990] et les notres montrent que les variations
maximales de célérité semblent de I’ordre de 11 % autour de la moyenne aussi bien lors d’une

dégradation enzymatique que lors de la maturation.

CONCLUSION

Les différentes techniques qui viennent d’étre présentées vont nous permettre dans les
chapitres suivants de caractériser de fagon quantitative le tissu cartilagineux au cours de la
maturation et dans des processus de dégradation enzymatique ou les caractéristiques du tissu
se modifient. Cette caractérisation quantitative de haute fréquence a pour but de comprendre
I’interaction de I’onde ultrasonore avec le cartilage et de déterminer I’influence des

constituants biochimiques sur la propagation de I’onde ultrasonore.



Chapitre III : Etude de I’interaction ultrasons/cartilage dans le cadre de la maturation 52

CHAPITRE lll : ETUDE DE L'INTERACTION

ULTRASONS/CARTILAGE DANS LE CADRE DE LA MATURATION
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INTRODUCTION

Lors de travaux antérieurs effectués au Laboratoire d’Imagerie Paramétrique sur un modele
d’arthrose [Saied, 1997, Cherin, 1998], il a été montré que les modifications induites par la
pathologie au sein du cartilage entrainent des variations importantes des parameétres
acoustiques a savoir les coefficients intégraux de réflexion et de rétrodiffusion. Nous avons
entrepris ce travail dans le but de comprendre I’influence respective exercée par les principaux
constituants du cartilage (chondrocyte, collagene et protéoglycane) sur la propagation
acoustique et les parameétres acoustiques. Dans un premier temps, nous avons effectué des
mesures a différents stades de la maturation du cartilage, processus naturel qui s’accompagne
de modifications de composition et de structure de la matrice. Les parameétres biochimiques et
histologiques ont été contr6lés aux différents stades de la maturation auxquels les propriétés

acoustiques ont été€ mesurées.

A. PROTOCOLE EXPERIMENTAL ET METHODES

1. Animaux

Dans le cadre de 1’étude ont été étudiés 25 rats méles de race Wistar répartis en 3 groupes
d’ages différents. Les rats ont été sacrifiés aux ages immatures de 4 semaines (8 rats) et
matures de 10 semaines (8 rats) et de 16 semaines (9 rats). Ces &ages correspondent
respectivement a des poids de 100 g, 300 g et 450g. Les rotules sont disséquées pour €tre
placées quelques minutes aprés dans un bain de sérum physiologique & 0,9 % a température
ambiante pour I’exploration ultrasonore du cartilage. Pour éviter des biais dus a une
modification tissulaire, 1’étude échographique est effectuée dans les 48 heures suivant le
sacrifice. Avant la dissection, les rotules sont conservées a 4°C. Les rotules sont ensuite fixées
dans une solution de formol pendant 48 heures, décalcifiées dans une solution d’EDTA a

10 % et placées ensuite dans un bloc de paraffine en vue de ’analyse histologique.

2. Etude ultrasonore

a. Acquisition des données

Le systéme d’acquisition et le transducteur utilisés sont décrits dans le chapitre précédent.
Seule la rotule droite de ces rats est examinée par ultrasons, car une étude antérieure [Cherin,

1998] a montré qu’il n’existe pas de différence significative entre les rotules gauche et droite
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d’un méme rat au point de vue échographique. En ce qui concerne le coefficient intégral de
réflexion, la différence moyenne entre les deux genoux est de 0,1 dB seulement (p > 0,05) et
correspond a une variation de 0,5 % pour un CIR de I’ordre de - 20 dB. Pour le coefficient
intégral de rétrodiffusion, la méme étude indique une différence moyenne entre les deux
genoux de 0,6 dB (p > 0,05) et correspond a une variation de 1’ordre de 1,2-1,5 % pour des
CIRD variant de - 40 dB a - 50 dB. Dans notre étude, le plan focal de la sonde est situé
légérement en dessous de la surface du cartilage. Le tir ultrasonore est perpendiculaire a la
surface articulaire au centre de la rotule et balaie la rotule selon les deux axes horizontaux du
systeme moteur avec un pas de déplacement de 40 um. Le systéme d’acquisition enregistre
tout le signal provenant du cartilage, de la surface articulaire & 1I’0os sous-chondral. Pour
corriger les parameétres acoustiques de la diffraction et de la fonction de transfert du systéme,
des signaux de référence sont acquis en déplagant dans le champ acoustique (le long de 1’axe

z) une plaque d’acier, considérée comme un miroir acoustique parfait.

b. Traitement du signal échographique radio-fréquence

A partir de ’enveloppe du signal sont construites des images échographiques dites B-scans
qui représentent en coupe le cartilage selon le plan sagittal.

Dans D’analyse quantitative sont étudiées la réflexion de la surface articulaire et la
rétrodiffusion apparente de la matrice interne dont les méthodes d’évaluation sont décrites

dans le chapitre précédent.

(1) Coefficient intégral de Réflexion

Afin de séparer le signal réfléchi par la surface du cartilage du signal rétrodiffusé par les
structures de la matrice interne, la largeur de la fenétre de calcul correspond a la durée du
signal de référence qui est de 0,0525 ps (correspondant & 21 points d’échantillonnage a
400 MHz). La courbe de réflexion exprimée en dB en fonction de la fréquence est la
différence spectrale moyenne R.>(f) corrigée de la diffraction et calculée sur un ensemble de
20 lignes échographiques d’une région d’intérét (ROI) située au centre de la rotule, qui
correspond a la zone la plus plane du cartilage et orientée perpendiculairement a 1’axe de
propagation des ultrasons. Cette ROI comprend respectivement 2 X 10 lignes échographiques
dans les plans transverse et sagittal qui correspondent a une surface de 80 x 400 um?. A partir
de cette courbe est évalué le coefficient intégral de réflexion CIR dans la bande passante

25 - 70 MHz, bande passante du spectre moyen du signal réfléchi par la surface articulaire.
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(2) Coefficient intégral de Rétrodiffusion
La courbe de rétrodiffusion apparente exprimée en dB en fonction de la fréquence est une
différence spectrale moyenne p,"2(f) corrigée de la diffraction, calculée sur un ensemble de
120 lignes échographiques d’une ROI qui comprend 6 x 25 lignes. La fenétre de calcul est de
42 points correspondant a deux fois la largeur d’un pulse et est située juste derriére I’écho de
la surface articulaire. La rétrodiffusion est estimée ainsi dans un volume de 240 x 1000 x

A partir de la courbe de rétrodiffusion est évalué le coefficient intégral de

84 pm
retrodiffusion apparent CIRD dans la bande passante 30 - 80 MHz, bande passante du spectre

moyen du signal rétrodiffus¢ par la matrice interne dans la fenétre de mesure.

3. Etudes histologigue et biochimique

a. Histologie

Apres fixation et décalcification, la rotule est placée dans un bloc de paraffine. Des sections
sériees de 5 pm d’épaisseur sont coupées au centre de la rotule dans le plan sagittal. Pour
I’appréciation des protéoglycanes, la moitié des coupes est colorée au bleu de toluidine.
L’autre moitié est colorée au rouge picrosirius et observée en lumiére normale pour évaluer le
contenu en collagéne, puis en lumicre polarisée pour estimer ’orientation des fibres de

collagene. La cellularité est visible par les deux types de coloration.

b. Biochimie

Parallélement aux €tudes échographique et histologique, des mesures biochimiques ont €té
réalisées sur 18 rats, chaque dge comportant 6 rats. Les parametres étudiés sont les contenus
en protéoglycane et en collagéne mesurés sur I’ensemble de I’épaisseur du cartilage et
exprimés en pg par mg de cartilage. Avant les études colorimétriques, le cartilage est
disséqué, séché et pesé. Les concentrations sont exprimées en fonction du poids sec du
cartilage.

L’évaluation du contenu en PG a été obtenue a 1’aide de la méthode de Goldberg qui permet
d’évaluer la quantité des glycosaminoglycanes sulfatés[Goldberg, 1980]. Le cartilage est
digéré par la papaine dans une solution tampon phosphate contenant de 'EDTA et du
dithiothréitol. La réaction est arrétée par 1’ajout d’acide monoiodoacétique et la solution est
complétée par une solution de Tris/HCL. Pour la réaction métachromatique, la solution est

complétée par le réactif DMB composé de bleu de diméthyl méthyleéne, de glycine et de
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NaCL. L’absorbance de la solution est évaluée par un spectrophotométre a la longueur d’onde
de 525 nm.

Pour I’évaluation du contenu en collagéne, la méthode de Woessner a été utilisée [Woessner,
1961]. Elle consiste & mesurer la quantité d’hydroxyproline contenue dans le cartilage,
élément spécifique du collagéne. Le cartilage subit une hydrolyse acide. L’hydrolysat obtenu
est neutralisé par une solution de NaOH. L’oxydation de ’hydroxyproline est déclenchée par
I’ajout de chloramine T. Enfin, de 1’acide aldéhyde perchlorique est ajouté pour révéler la
présence du chromophore. L’absorbance est mesurée par le spectrophotométre a la longueur

d’onde de 550 nm.

4. Tests statistiques

Afin de calculer la probabilité de différence significative entre les moyennes des différents
groupes d’age, nous avons utilisée 1’analyse de variance de Kruskal-Wallis avec un seul
facteur. Ce test permet de savoir si I’4ge a un effet significatif sur le parametre étudié. Le test
de comparaison multiple entre les différents groupes utilisé est le test de Kruskal-Wallis Z
pour évaluer la différence significative entre les groupes pris deux a deux. Le niveau de

significativité o des tests est 0,05.

B. RESULTATS ACOUSTIQUES

Seront présentés successivement les observations déduites des images échographiques
(Figure 1) et les résultats concernant les parametres de réflexion et de rétrodiffusion

(Figures 4 et 7).
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1. Images échographiques

¢ 500 Um
-

Figure 1: images échographiques du cartilage rotulien de rats dgés de 4 semaines (A),
10 semaines (B) et 16 semaines (C). Les deux bandes échogénes correspondent a la surface
de la maturation. Le cartilage immature (A) est échogéne dans les 2/3 proches de la surface.

Le cartilage mature (B, C) ne présente plus d’échogénicité globalement.

Sur les images échographiques présentées ci-dessus, l’axe horizontal est 'axe de
propagation des ultrasons et I’axe vertical correspond a I’axe de balayage du transducteur.
Ainsi qu’il a été décrit dans le premier chapitre, le cartilage rotulien sain apparait sur 1’image
échographique sous la forme d’une bande peu échogéne encadrée par deux interfaces trés
échogenes. Ces interfaces sont dues a la rupture d’impédance au niveau de la surface
articulaire a gauche et au niveau de la limite entre le cartilage et 1’os sous-chondral a droite.
La distance entre les deux interfaces correspond a 1’épaisseur du cartilage. Une étude
précédente réalisée au sein du Laboratoire d’Imagerie Paramétrique [Cherin, 1998] a montré
que I’épaisseur mesurée en échographie est corrélée de fagon hautement significative a
I’épaisseur mesurée en histologie (R = 0.89, p < 10™%). Cette épaisseur diminue entre la
quatrieme et la dixiéme semaines mais semble ne plus évoluer entre la dixieme et la seizieme.

La surface articulaire (interface de gauche) semble ne pas changer au cours du temps aussi

bien pour son échogénicité que pour sa largeur. En revanche, 1’échogénicité est plus faible aux
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extrémités du cartilage qu’au centre en raison de la courbure du tissu par rapport a ’axe du
faisceau ultrasonore qui effectue un balayage linéaire.

Par contre, 1’interface os/cértilage évolue au cours de la maturation. Il semble que sa largeur
diminue et que son échogénicité augmente entre la 4™ et la 16°™ semaine.

L’intérieur du cartilage évolue de fagon plus significative. La plupart des images des
cartilages immatures présente un aspect bilaminaire. Une premiére zone, située juste derriere
la surface articulaire et représentant entre la moiti¢ et les trois quarts de 1’épaisseur du
cartilage, est la plus €échogene des deux couches. La deuxiéme couche située prés de 1’os sous-
chondral est moins échogéne. Au cours de la maturation, 1’aspect bilaminaire tend a
disparaitre et la couche hyperéchogéne située sous la surface n’est plus observée chez le rat
mature. On peut néanmoins observer chez le rat mature juste derriére 1’écho d’interface une

trés fine couche échogéne qui semble différente de I’écho d’interface.

2. Résultats quantitatifs

Dans I’ordre sont présentés les résultats sur la réflexion suivis de ceux sur la rétrodiffusion.
Pour chacun des deux parametres CIR et CIRD sont présentées les valeurs moyennes et écarts
types en fonction de I’4ge. Les trois parametres sont calculés a partir des signaux délimités par

les fenétres représentées par des rectangles dans la figure suivante (Figure 2).

Ascan provenant d'un cartilage immature Ascan provenant d'un cartilage mature
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Figure 2 : lignes échographiques provenant de cartilage immature (a gauche) et mature
(a droite). Pour les deux lignes, les rectangles délimitent les zones de mesures du CIR (A) et

du CIRD (B).
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a. Réflexion de la surface articulaire

Pour chaque stade de la maturation, les courbes moyennes de réflexion de chaque cartilage
ne présentent pas de variations selon la fréquence (Figure 3). Cette absence de variation est en
accord avec la théorie de la réflexion des ondes acoustiques sur une interface plane dont la
surface est grande devant la longueur d’onde. C’est pourquoi, nous nous sommes
essentiellement intéressés a la variation du coefficient intégral de réflexion CIR en fonction de
I’age (Figure 4).

Sur le graphe suivant est présentée la courbe de réflexion moyenne sur 1I’ensemble des rats
en fonction de la fréquence (moy) encadrée par deux courbes qui correspondent a la moyenne

+ écart type (moy-ec, moy+ec) (Figure 3).

courbes moyennes de réflexion
sur I'ensemble des rats
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Figure 3 : courbes de réflexion (moyenne, moyenne * écart type)

en fonction de la fréquence sur I’ensemble des rats
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Figure 4 : Variation du coefficient intégral de réflexion CIR avec I’age (p > 0,05).

Les barres d’erreur représentent I’écart type du CIR pour chaque age

Les valeurs individuelles du coefficient intégral de réflexion sont comprises entre - 19,9 dB
et - 27,2 dB. Les valeurs moyennes se situent entre - 21,8 dB et - 23,8 dB avec des écarts types
allant de 1,4 dB a 2,2 dB. L’analyse de la variance montre que I’dge n’a pas d’effet significatif

sur le CIR (p > 0,05). Aucun groupe n’est différent des deux autres (Figure 4).

b. Rétrodiffusion de la matrice interne

Pour les deux groupes de rats matures, les courbes moyennes de rétrodiffusion de chaque
cartilage selon la fréquence présentent des variations qui semblent négligeables (Figures 6).
Pour I’age immature, ces courbes moyennes de rétrodiffusion présentent une forte croissance
en fonction de la fréquence (Figure 5). Cette augmentation demeure une exception par rapport
a nos autres expériences et est inexpliquée jusqu’a maintenant. C’est pourquoi, nous nous
sommes essentiellement intéressés a la variation du coefficient intégral de rétrodiffusion
CIRD en fonction de I’age (Figure 7).

Sur deux graphes séparés sont présentées les courbes de rétrodiffusion moyenne
respectivement sur I’ensemble des rats immatures (4 semaines) et sur ’ensemble des rats
matures (10 et 16 semaines) en fonction de la fréquence (moy). Chacune des deux courbes est
encadrée par deux courbes qui correspondent a la moyenne * écart type (moy-ec, moy+ec)

(Figures 5 et 6).



Chapitre I1I : Etude de I’interaction ultrasons/cartilage dans le cadre de la maturation 61
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Figure 5 : courbes de rétrodiffusion (moyenne, moyenne + écart type)

en fonction de la fréquence pour les rats agés de 4 semaines (stade immature)
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Figure 6 : courbes de rétrodiffusion (moyenne, moyenne * écart type)

en fonction de la fréquence pour les rats agés de 10 et 16 semaines (stades matures)
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Coefficient Intégral de Rétrodiffusion
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Figure 7 : Variation du coefficient intégral de rétrodiffusion CIRD avec I’age (p < 0,01).

Les barres d’erreur représentent I’écart type du CIRD pour chaque age.

Les valeurs individuelles du coefficient intégral de rétrodiffusion sont comprises entre
- 33,8 dB et - 43,5 dB. Les valeurs moyennes se situent entre - 36,9 dB et - 41,4 dB avec des
écarts types allant de 1,1 dB a 1,7 dB. L’analyse de la variance indique que la maturation a un
effet significatif sur le CIRD (p < 0,01) et la comparaison des groupes d’age pris deux a deux
montre que le groupe des rats dgés de 4 semaines est distinct des deux autres. Les valeurs
moyennes et écarts types des états immatures (4 semaines) et matures (10 et 16 semaines) sont

respectivement de - 36,9 = 1,7 dB et de - 40,7 £+ 1,4 dB (Figure 7).

3. Résultats histologiques et biochimigues

Dans un premier temps, nous décrivons les observations déduites des images des coupes
histologiques colorées au bleu de toluidine et au rouge picrosirius observées en lumicre
normale et polarisée. Ensuite, seront présentés les résultats biochimiques sur I’évaluation des

contenus en PG et en collagéne.

a. Images histologiques

Pour chaque 4ge sont présentées les coupes histologiques colorées au bleu de toluidine a
gauche et au rouge sirius au centre et a droite. L’image de droite est obtenue en lumicre
polarisée. Le rectangle blanc délimite la zone de mesure de la rétrodiffusion

(Figures 8, 9 et 10).
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Sur les images histologiques, on peut observer une diminution de 1’épaisseur du cartilage en
fonction de I’4ge. Le cartilage immature (4gé de 4 semaines) est épais de 390 um et est
sensiblement divisé en trois couches :

e La couche superficielle (CS) ou tangentielle représente approximativement 5 % de
I’épaisseur du cartilage (20 um). Sur I’image en lumiére polarisée, les fibres de collageéne
apparaissent vertes et sont paralléles a la surface. L’image colorée au bleu de toluidine montre
des cellules orientées parallélement a la surface et de forme elliptique dont la taille varie
approximativement de 5 & 10 pm.

¢ La couche transitionnelle (CT) ou alvéolaire représente 35 % de 1’épaisseur du cartilage
(140 um). Les fibres apparaissent en vert et ont une organisation dite en forme de maille de
filet ou alvéolaire avec une direction privilégiée parallele a la surface. Les cellules ont une
forme circulaire dont le diamétre est de I’ordre de 10-15 um et ont une répartition aléatoire.

e la couche hypertrophique (CH) représente la majeure partie de 1’épaisseur du cartilage
(de l’ordre de 60 %, 230 um). Les cellules sont de forme circulaire d’un diametre de 1’ordre
de 30 um constituant 3 a 4 rangées dans le sens de 1’épaisseur de la couche. Entre les rangées
de cellules, des fibres d’apparence verte en lumiére polarisée ont une orientation globalement
perpendiculaire a la surface et un diamétre moyen de 4 pm environ.

La limite entre le cartilage et 1’0s sous-chondral est difficile a déterminer car elle se révele

étre un mélange de cellules, d’os et de moelle osseuse.

En fonction de la profondeur,

- Le contenu en PG a tendance a augmenter (augmentation de la coloration du bleu de

toluidine).

- Le contenu en collagéne est plus important en surface que dans le reste du cartilage
(diminution de la coloration du rouge sirius).

- Les fibres de collagene passent d’une orientation paralléle a la surface a une orientation

perpendiculaire.

- La taille des cellules et le volume occupé par celles-ci augmentent.

- La part relative de la matrice extracellulaire diminue.
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A TI’age mature (a partir de 10 semaines), le cartilage dont 1’épaisseur moyenne est d’environ
225 pm se divise en quatre couches comme il a été décrit dans le premier chapitre d’apres
Hunziker (10) :

e La couche superficielle (CS) reste inchangée par rapport a celle du cartilage immature.

e La couche transitionnelle (CT) ou aléatoire, représentant 20 % de 1’épaisseur du cartilage
(45 pm) apparait en noir a cause de 1’absence de biréfringence du collagéne. En effet, les
fibres se présentant sous la forme d’arches dans cette zone ont une direction privilégiée a 45°
par rapport a la surface et a 1’axe de profondeur du cartilage, axes des deux filtres de
polarisation et sont donc invisibles en lumiére polarisée.

e La couche radiale (CR) représente pres de 65 % de 1’épaisseur du cartilage (150 um). Elle
contient des cellules principalement orientées perpendiculairement a la surface dont les
dimensions sont 30 um et 50 um. En lumiére polarisée, les fibres de collagéne entourent les
amas de cellules et apparaissent en vert plus intense indiquant une densité élevée et un
épaississement des faisceaux de fibres par rapport a la polarisation des fibres chez le rat
immature. L’orientation des fibres est perpendiculaire a la surface articulaire et le diamétre
des faisceaux des fibres est environ de 13 um en moyenne.

e La couche hypertrophique (CH) ne représente plus que 10 % de I’épaisseur du cartilage
(25 pm). Elle est caractérisée par une seule rangée de cellules hypertrophiques.

La limite entre le cartilage et 1’os sous-chondral est beaucoup plus nette qu’au stade

immature. Du c6té de la jonction cartilage os, 1’os sous chondral ou compact est

prépondérant par rapport a la moelle.

En fonction de la profondeur :

- Le contenu en PG a également tendance a augmenter (augmentation de ’intensité de la

couleur du bleu de toluidine).

- Le contenu en collagéne est plus important en surface que dans le reste du cartilage

(diminution de la coloration du rouge sirius).

- Entre la surface et la couche transitionnelle, le changement d’orientation des fibres de
collagéne s’effectue plus brutalement d’une orientation parallele a perpendiculaire a la
surface.

- La taille des cellules augmente comme dans le cartilage immature.

- Le volume occupé par les cellules semble constant, a part dans la zone hypertrophique ou il

est plus important.
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- Le volume de la matrice extracellulaire semble constant, a part dans la couche

hypertrophique ou il est plus faible.

Les couleurs des images histologiques prises en lumiére normale nous renseignent sur les
variations globales des contenus en PG et en collagéne du cartilage entre les dges immature
(4 semaines) et mature (10et 16 semaines). En effet, les colorants n’apprécient
qu’approximativement la concentration des constituants matriciels du cartilage. Cependant,
’histologie permet d’affirmer qu’il n’existe pas de variation brutale des constituants

matriciels de la surface a la profondeur.

Peu de différences sont a relever entre les rats agés de 10 et 16 semaines :

e le contenu en PG continue a décroitre.

e le contenu en collagéne continue a augmenter.

e les faisceaux de fibres de la couche radiale s’épaississent entre les deux ages et la
polarisation de cette couche s’intensifie.

e les cellules de la couche radiale sont assemblées en amas de 3 a 4 unités et sont alignées

perpendiculairement a la surface.

b. Résultats biochimiques

Contenu en PG et en collagéne en fonction de I'dge
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Figure 11 : Variation des contenus en PG (p < 0,01) et en collagéne (p < 0,01) mesurés sur
Pensemble du cartilage en fonction de ’4ge. Les barres d’erreur représentent I’écart type

des contenus en PG et en collagéne pour chaque age.
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L’ANOVA indique que la maturation a un effet significatif sur les contenus en collagéne
(p<0,01) et en PG (p < 0,01) et la comparaison des groupes d’age pris deux a deux montre
que les trois groupes sont différents les uns des autres. Le contenu en PG décroit en fonction
de I’age de 147pug/mg a 52,1 ug/mg (65 %) alors que le contenu en collagéne croit en fonction

de’age de 51 ug/mg a 76 pg/mg (49 %) (Figure 11).

C. DISCUSSION

Au point de vue qualitatif, il existe une bonne corrélation entre les images échographiques et
les images de coupes histologiques, notamment pour ce qui concerne la diminution de
I’épaisseur du cartilage, le maintien de I’aspect régulier de la surface articulaire et I’aspect de
I’interface entre le cartilage et 1’0s sous-chondral au cours de la maturation.

Par ailleurs, un aspect bilaminaire apercu sur la plupart des images échographiques de
cartilage immature peut correspondre aux couches observées en histologie. L’épaisseur des
couches échographiques différe de celle des couches histologiques. Cette différence peut étre
due a des traitements subis par le tissu pour I’analyse histologique et probablement aussi du
fait que la célérité des ultrasons peut varier selon les couches. De plus, la résolution axiale de
la sonde (de ’ordre de 25 um) ne permet pas de distinguer la couche superficielle sur les
images €chographiques. La premiére couche hyperéchogéne observée derriere la surface et la
deuxiéme couche hypoéchogéne située prés de 1’os sous-chondral semblent correspondre, aux
épaisseurs pres, respectivement aux couches transitionnelle et profonde observée sur les
coupes histologiques.

En ce qui concerne le cartilage mature, une tres fine bande échogéne dont 1’épaisseur
moyenne est environ 35 um apparait juste derriére 1’écho de surface et semble correspondre a
la couche aléatoire. Le reste du cartilage qui est hypoéchogéne correspond aux deux couches
radiale et hypertrophique observées sur les coupes histologiques. Ces deux derniéres couches
ne sont pas distinctes sur les B-scan. Cette absence de distinction peut sans doute s’expliquer
par ’absence de modification de I’orientation générale des fibres de collagéne dans les deux

couches si cette orientation a une influence prépondérante sur le signal ultrasonore.

Le cartilage mature présente une interface cartilage/os sous-chondral plus fine, plus
¢échogeéne et par conséquent mieux délimitée que celle du cartilage immature. Les images
histologiques montrent que ces modifications d’échostructure sont sans doute dues au

changement de la composition de I’interface. Dans le cartilage immature, cette interface est
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irréguliére, hétérogene et constituée d’un mélange de moelle, d’os, et de cellules du cartilage.

Avec la maturation, cette interface devient plus réguliére et plus riche en os.

Le coefficient intégral de réflexion ne varie pas au cours de la maturation. Ceci s’explique
par I’absence de modifications de la surface articulaire et de la couche superficielle sur les

images histologiques des cartilages immature et mature.

La variation avec ’4ge du parameétre de la rétrodiffusion CIRD représente un résultat
important de cette étude. Dans la zone de mesure de la rétrodiffusion, les images colorées au
bleu de toluidine montrent qu’au cours de la maturation la densité cellulaire décroit
faiblement, la taille et I’organisation des cellules changent ainsi que le contenu en PG diminue
(diminution de l’intensité de la coloration). Les images en lumiére polarisée montrent un
changement important de 1’orientation des fibres et une augmentation de la densité et du
diamétre des fibres au cours de la maturation. En parall¢le de ces observations qualitatives, les
mesures biochimiques évaluées sur ’ensemble du cartilage montrent que le contenu en
collagéne augmente et celui en PG diminue de fagon significative.

A notre connaissance, ’influence des cellules sur 1’onde ultrasonore dans le domaine des
hautes fréquences n’est pas élucidée. Dans notre étude, les chondrocytes (10-30 pm de
diamétre) peuvent contribuer au changement de la propagation de 1’onde ultrasonore, mais ne
sont probablement pas responsables des variations significatives de la rétrodiffusion. En effet,
une étude récente & 50 MHz sur le myocarde de porc (dont les myocytes ont un diamétre du
méme ordre de grandeur que celui des chondrocytes) a montré que la matrice extracellulaire
constituée de collagéne a une contribution prépondérante dans la rétrodiffusion par rapport
aux cellules [Hall, 2000].

Les mesures biochimiques montrent que le contenu en PG diminue alors que celui du
collagéne augmente. Ces deux composants du cartilage contribuent a la modification du signal
ultrasonore, notamment, la diminution de 1’énergie rétrodiffusée pourrait étre due a la
diminution du contenu en PG.

Le collagéne contribue aux changements de 1’énergie rétrodiffusée. Cependant, la variation
du CIRD au cours de la maturation ne semble pas s’expliquer par la variation globale du
contenu en constituant, mais plutét par le changement local de I’orientation des fibres de
collagéne dans la zone de mesure. En effet, le CIRD est plus faible lorsque 1’onde ultrasonore

se propage dans une ROI ot les fibres sont obliques et parall¢les a 1’axe ultrasonore que dans
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le cas ou elle se propage perpendiculairement aux fibres. Nos résultats sont en parfait accord
avec ceux obtenus par d’autres groupes, a basse fréquence, dans le myocarde [O'donnell,
1981]et le muscle bovin [Roberjot, 1994].

La faible variation de la courbe de rétrodiffusion apparente en fonction de la fréquence
pourrait s’expliquer par le fait que la bande passante du signal correspond a la zone de
fréquence ou le produit ka est supérieur a 1 avec k& le nombre d’onde et a la taille
caractéristique des diffuseurs. Comme la bande passante s’étend de 30 MHz a4 80 MHz, la
taille caractéristique a est comprise entre 3,2 um et 8,5 um pour ka égal a 1. Or, ces valeurs
sont proches de celles des diamétres des faisceaux de fibres observées en microscopie
électronique qui sont de 'ordre de la dizaine de microns [Clark, 1985]. Ainsi, la faible
variation de la courbe de rétrodiffusion s’explique dans le cadre de I’hypothese ou le

collagéne a une part prépondérante dans I’origine de la rétrodiffusion de 1’onde ultrasonore.

CONCLUSION

Nos résultats ont confirmé que ’on peut relier les variations de la rétrodiffusion apparente
aux modifications structurales et biochimiques du cartilage. Le contenu en PG et le CIRD
variant dans le méme sens, le signal ultrasonore rétrodiffusé pourrait étre influencé par le
contenu en protéoglycanes. Par ailleurs, nos résultats sont en accord avec des études
rapportées par d’autres groupes et montrent que le changement de 1’orientation des fibres de
collagéne par rapport a la direction de propagation de ’onde ultrasonore semble contribuer
d’une fagon prépondérante aux variations du CIRD.

L’estimation de la rétrodiffusion apparente dans le cas de dégradations sélectives des
différents constituants biochimiques du cartilage et la mesure locale au sein du cartilage et au
cours de la maturation d’autres paramétres acoustiques tels que ’atténuation et la célérité des
ultrasons devraient nous éclairer notamment quant a la contribution des contenus en collagene
et en PG dans la propagation des ultrasons a haute fréquence dans le cartilage. Ces études
feront I’objet des chapitres suivants.

L’étude de la maturation a fait I’objet d’une publication présentée a la suite du chapitre.
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Summary

Objective: The objective was to assess the relationship between maturation-related structural changes of articular cartilage and variations
of acoustic parameters estimated using high frequency ultrasonography.

Design: Patellae taken from 48 immature Wistar male rats and divided into six age groups (from five to 11 weeks old) were explored in vitro
using 50-MHz scanning acoustic microscopy, then assessed by histology for the analysis of the cartilage cell distribution and fibrillar collagen
organization. The variation of cartilage proteoglycan and collagen content with age was evaluated. Thickness measurements performed on
both B-scan images and histologic sections were compared. Ultrasonic radiofrequency signals reflected by the cartilage surface and
backscattered from its internal matrix were processed to estimate the integrated reflection coefficient (IRC) and apparent integrated
backscatter (AIB).

Results: One-way ANOVA indicated that acoustic parameters and thickness change significantly (P<0.05) as the animal matures because
of age-related changes in cartilage composition and morphology. A moderate correlation was found between IRC and the animal age. The
parameter decreased slightly but significantly over time. However, a good correlation was observed between the rat age and the AIB, which
decreased significantly over time. The parameter variation was mostly related to the changes in collagen fiber orientation, and/or to a change
in cell size, density and organization.

Conclusions: Current results indicate that acoustic properties of cartilage are affected by maturation-related cartilage changes. This suggests
that high frequency ultrasonography may serve as a useful means for the investigation of cartilage matrix structural changes occurring under
various clinical circumstances, like those observed during osteoarthritis, and for the evaluation of the efficacy of specific therapeutics.
© 2001 OsteoArthritis Research Society International

Key words: Cartilage, Maturation, High frequency ltrasonography, Tissue characterization.

Introduction computed tomography (CT) and conventional echography
r . . (5—-10 MHz) allow the detection of only severe cartilage
During progression of osteoarthritis (OA), the common lesions that characterize the late stages of OA. Difficulties
degenerative modifications observed in cartilage are a in this field are partly related to the constraints of image
fibrillation of its superficial layer, changes in organization resolution. An enhanced spatial resolution is required to
and activity of the chondrocytes, changes in water and detect early lesions and follow their evolution in time. Using
proteoglycan content, and a disruption of cross-links magnetic resonance imaging (MRI), these resolution chal-
between the collagen fibers'~®. All these phenomena take lenges can be addressed in part by the use of higher
part in a remodeling of the cartilage and can induce performance gradients that are becoming available from
variations of the tissue thickness. the equipment and permit thinner sections and smaller field
The diagnosis of OA is delayed because its initial phase of view. Clinical studies have demonstrated that MRI allows
activity is clinically silent. Furthermore, current clinical non- a direct evaluation of the patellar cartilage from its surface
invasive imaging modalities, such as radiography (X-ray), to its deepest zones and the detection of severe focal
chondral lesions with a spatial resolution of 470x625 um?
Received 18 October 1999; accepted 27 July 2000. and slice thickness varying between 2 and 3 mm*-°. Higher
Supported in part by PHRC grants (Projets Hospitaliers MRI sensitivity can be obtained by the use of advanced
de Recherche Clinique) No. 9937 and No. 9867, and grants from imaging sequences that can provide specific information
the MENRT (Ministére frangais de I'Education Nationale, de la about the molecular structure in general. However, the
Recherche et de la Technologie) and the CNRS (Centre National accuracy of these techniques for detecting early structural
de la Recherche Scientifique): GDR 1210 (Groupement abnormalities of the cartilage still remains controversial’.
de: Hecherche:; o8; ‘cariiags, -tendonss, Melnodes phiysiaues In ultrasonography, higher spatial resolution is reached

innovantes d'imagerie et de caractérisation).

Address correspondence to: Amena Saied, Laboratoire by increasing tge frequency of the imaging system. In a
d'lmagerie Paramétrique CNRS UMR 7623, 15, rue de I'Ecole de previous study®, our group reported that high-frequency
Médecine, 75006 Paris, France. Tel: (33) 1 44-41-49-68; Fax: (33) (50 MHz) scanning acoustic microscope (SAM) could be
1 46-33-56-73; E-mail: Amena.Saied @lip.bhdc.jussieu.fr used to investigate cartilage structural changes at various
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stages of a chemically induced OA in rat knees. The 30-um
axial resolution of the SAM allowed the in-vitro visualization
of the early and progressive lesions involving both the
surface and internal matrix of the cartilage. Furthermore,
we have shown that quantitative ultrasound parameters
such as the integrated reflection coefficient (IRC, a quanti-
tative index of the acoustic energy level reflected from the
surface of the cartilage) and apparent integrated backscat-
ter (AlB, a quantitative index of the level of acoustic energy
backscattered from the cartilage internal structure) could
reflect the overall structural and biochemical composition of
cartilage matrix and their variations caused by the dis-
ease®. However, for the successful clinical application of
high frequency ultrasonography to the assessment of the
cartilage integrity, it is necessary to establish the relation-
ship between the changes of this complex tissue and
variations of acoustical parameters.

The goal of the present work was to determine more
precisely the components of the cartilage, which are
involved in the variations of acoustical parameters. For
this purpose, acoustic parameters were measured during
the maturation of the cartilage, which is a reproducible
and well-described model of cartilage changes'®, and cor-
related to qualitative analysis of histologic images and
quantitative evaluation of biochemical constituents of the
tissue. To the best of our knowledge, there is no report
on the relationship between the variations of ultrasound
parameters and age-related progressive changes of the
cartilage occurring in the early maturation period.

Animals and method
ANIMALS

One set (N=48) of immature male Wistar rats, approxi-
mately 5 weeks old, was studied. These animals were
divided into six groups, which were sacrificed when the
animals were 5, 6, 7, 8, 10 or 11 weeks old (approximately
200g, 2509, 300g, 3509, 400g and 450 g in weight,
respectively). The rats were anesthetized and killed by
cervical dislocation. Patellae were dissected within minutes
of the sacrifice. They were mounted on a special holder and
placed in degassed saline (0.9%) at room temperature
for ultrasound (US) data acquisition. After the scanning,
patellae were fixed in formaldehyde solution for tissue
preparation and histomorphological analysis. Only right
patellae were examined by ultrasound in this study.
Institutional guidelines and legal requirements for labora-
tory procedures and use of animals were adhered to at all
times.

ULTRASONIC MEASUREMENTS
Acquisition system

A scanning acoustical microscope (SAM) was used for
US examination of the patellar cartilage (Fig. 1). This
microscope operated with a PVDF focused transducer
(Krautkramer Foertser Co Ltd, Tokyo, Japan) that had an
80-MHz resonant frequency (7.5 mm focal length, F; 3 mm
diameter, d). A pulser-receiver (Panametrics Inc, Waltham,
MA; Model 5900 PR) excited the transducer to generate a
wide bandwidth pulse. The spectrum of the pulse reflected
by a steel plate located in the focal plane had a center
frequency of 53 MHz. At the focus, the -6 dB axial and
lateral resolutions were 30 and 80 um, respectively, and the

Computer Sampling Oscilloscope
(400 MHz)
Pulser Receiver
Motors (200 MHz)
X
=,

Transducer
F=80 MHz

Saline

Fig. 1. Block diagram of the Scanning Acoustic Microscope.

experimental -3 dB depth of field was approximately
1.2 mm. The signal backscattered from the tissue was
amplified by the receiver and digitized at 400 MHz by an
eight-bit digital oscilloscope (LeCroy Co, NY, U.S.A.; Model
9450A). Then, the signal was transferred to a personal
computer (PC) for B-scan US images visualization and
data processing. A high precision stepping motor system
(Micro Controle Newport, Evry, France), which was con-
trolled by the PC was used for the transducer displace-
ments. The rat patellae were approximately 5 mm long
(sagittal direction) by 2 mm wide (transverse direction).
They were positioned at the focal zone in order that the
cartilage was centered on the focus, with the cartilage
surface oriented perpendicularly to the probe axis. The
patellae were scanned with a displacement step of 40 um
along both the sagittal (long axis) and transverse direc-
tions to acquire three-dimensional information about the
cartilage structure.

Estimation of acoustical parameters

The integrated reflection coefficient (IRC) and apparent
integrated backscatter (AIB) were measured using a
standard substitution method, which has already been
extensively discussed in a previous paper®. For the sake of
clarity, the main steps of this measurement technique,
which eliminates the apparatus transfer functions, are
briefly described below.

Integrated reflection coefficient. The 32 first samples of
the signal reflected by the cartilage surface were selected
using an 80-ns-duration Hamming window. The power
spectrum | S/ f2,) | 2 of the windowed signal was calcu-
lated and normalized to the power spectrum | S( f.z) | 2
of the signal reflected by a steel plate. The steel plate was
positioned at the same distance z, from the transducer as
the cartilage surface. The ratio of both spectra was aver-
aged spatially over a region of interest (ROI) that was
selected in the central part of the patella, where the
cartilage surface was perpendicular to the direction of
sound propagation. Then, the mean ratio was converted
into dB and integrated over the -6 dB frequency bandwidth
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Af of | S(fz)|? to estimate the integrated reflection
coefficient. All calculations are summarized by the following
equations:

(1)

RZ(f)=10l0g, <7|Sc(ﬁz°)|2>

[Sr(fuzuﬂz

where RZ%( f) is the intensity reflection coefficient at the
cartilage surface in dB, and (... indicates the spatial
average calculated over 45 A-lines corresponding to a ROI
of 120 um in the transverse direction by 600 um in the
sagittal direction. The integrated reflection coefficient is
defined by the following integral equation:

1
IRC=— [ R%(f
a7l Aot @

where Af corresponds to the frequency range of
30-75 MHz.

Apparent integrated backscatter. The signal back-
scattered from a volume dV of 100 um thickness, which
was located 32 um beneath the cartilage surface, was
selected using a 120-ns-duration Hamming window. Its
power spectrum | S( f,z,) | % was calculated and normal-
ized to the power spectrum | S{fz,) |2 of the signal
reflected by a steel plate. The steel plate was positioned at
the same distance z, from the transducer as the center of
the volume dV. The frequency dependence, in dB, of the
apparent energy backscattered by the cartilage is equal to:

1S(f.2,)1?
“B(f)=101o A
ne(f) gm<|sr(f-zv)|2 (3)
where (.. .) indicates the spatial average over 200 echo-

graphic A-scans corresponding to a ROl of 320 um in the
transversal direction by 1 mm in the sagittal direction,
which was selected in the central region of each patella.
The energy backscattered by the cartilage is given by:

.
AlB=— [ n®(f)df
At pend )

where Af is the frequency range from 35 to 70 MHz
corresponding to the -6 dB frequency bandwidth of the
backscattered signal from the cartilage internal matrix.

Estimation of cartilage thickness

Ultrasonic measurements of the mean cartilage thick-
ness were performed on two adjacent sagittal B-scan
images of the central region of the patella and then aver-
aged. On these images, two hyperechoic bands marked
the cartilage boundaries. The first results from the US
reflection at the cartilage surface and the second marks the
hyaline cartilage-calcified cartilage-bone interface. A
region, 1 mm long approximately, corresponding to 25
A-scans (dL), was adjusted manually to the cartilage
boundaries in the central part of each B-scan image
(Fig. 2), where the cartilage thickness is the greatest. The
area A of this region was calculated in pixels and the
average thickness of the cartilage (in pixels) was estimated
by dividing the area A by its length dL. The average

Fig. 2. Thickness measurements on: (left) B-scan image; (right)

histologic section: method for which the cartilage-bone interface

was considered to be located beneath the deepest cells of
cartilage.

thickness in pixels was converted to micrometers using
a scaling factor of 1.25 ns/pixel which accounts for the
double path length, and a speed of sound of 1600 m/s'".

Lateral dimensions of the cartilage over which ultrasonic
thickness (UT) was averaged were approximately 1 mm in
the scan plane and 120 um in the transverse direction
(corresponding to 80 um of beam width, plus one 40 pm-
displacement step).

HISTOLOGICAL ANALYSIS
Tissue preparation

After US data acquisition, the patellae were fixed in 10%
neutral buffered formalin solution for 5 days, decalcified
(RDO solution, Eurobio) for 24 h and conventionally wax
embedded. Sixty sagittal contiguous sections (5—10 um
thick) were performed in the central part of the patellae
corresponding to the US acquisitions. Then the serial
sections were stained with hematoxilin-eosin-safran (HES)
and Toluidine blue to estimate the cellularity and the
proteoglycan (PG) content, and with Picrosirius red to
estimate the collagen content. The collagen fiber orienta-
tion was determined by polarized light microscopy'=.

Because of technical problems in preservation of the
7-week-old animal cartilages, histologic processing could
not be performed at this maturation stage.

Histologic measurement of cartilage thickness

The mean thickness of identical site-matched regions
was estimated on corresponding images of histologic
sections stained with HES. These sections were selected in
such a way that the cartilage thickness was the greatest,
indicating that they are located in the central part of the
patella in the transverse direction.
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To estimate a mean ‘histologic' thickness (HT) over the
same volume of cartilage approximately, measurements
were averaged over four non-adjacent histologic sections
(in sagittal plane) separated by an interval of 15-30 um. A
1-mm-long region was adjusted manually to the cartilage
boundaries in the central part of each histologic sections.
The difficulty encountered in histologic measurement of
cartilage thickness consisted mainly in determining the
deep boundary corresponding to that of the region pre-
viously selected on B-scan images. The deep boundary
was set on histologic sections just beneath the deepest
hypertrophic cells.

BIOCHEMICAL ANALYSIS

The contents of sulfated glycosaminoglycan and
collagen were evaluated as a function of the cartilage
maturation using patellae taken from additional groups of
animals (N=6 per group) of the same ages and weights
as those explored by ultrasound. The values of these
parameters were expressed in pg per mg of dry cartilage.

For the quantification of sulfated glycosaminoglycans,
the cartilage was digested in sodium phosphatebuffer
containing EDTA, dithiothreitol and papain. The solution
was completed to 1 ml by addition of Tris/HCI. The assay
was calibrated using reagent blanks and standards
containing up chondroitin sulfate in the same solvent
as that of the samples. The metachromatic reaction of
dimethylmethylene blue was measured at 525 nm'?,

For the evaluation of hydroxyproline (collagen), samples
of cartilage were dried and hydrolyzed in HCI. NaOH
solution was added for neutralization. Hydroxyproline oxi-
dation was initiated by adding chloramine T. Finally,
aldehyde-perchlorique acid reagent was added and mixed.
The absorbency was determined with a spectrophotometer
at 550 nm'4.

STATISTICS

Distribution properties of all the data were examined. All
measurements were normally distributed. However, it was
necessary to reject a single high outlier from each of IRC
and histologic thickness measurements. An analysis of
variance (one-way ANOVA) was performed using NCSS
software (version 2000, NCSS, Utah, U.S.A.) to test for
significant differences between group means. For each
variable, statistical significance tests and multiple compari-
son procedures were performed with a level of significance
a=0.05.

Results
QUALITATIVE ANALYSIS
Structure of cartilage

Only sections stained with Toluidine blue and Picrosirius
red (in polarizing microscopy) are shown in Fig. 3 and
Fig. 4 to describe the change in cartilage structure as a
function of maturation.

Immature patellar cartilage (5—10 week old). Structural
organization. On histological sections stained with Toluidine
blue (Fig. 3) the articular cartilage was thick with a typical
endochondral bone formation at the lower border. The
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Fig. 3. Images of histologic sections of patellar cartilage in

the sagittal plane as a function of rat age (Toluidine blue

staining). The rectangles (100 um in width) delimit the extent

of the region of measurement of apparent integrated back-

scatter. (a) 5-week-old, (b) 6-week-old, (c) 8-week-old and
(d) 11-week-old.

Fig. 4. Images in polarizing microscopy of histologic sections of

patellar cartilage in the sagittal plane as a function of rat age

(Picrosirius red staining). The rectangles (100 um in width) delimit

the extent of the region of measurement of apparent integrated

backscatter. (a) 5-week-old, (b) 6-week-old, (c) 8-week-old and
(d) 11-week-old.

cartilage thickness decreased rapidly between five and
10 weeks of age. On sections stained with picrosirius red
and viewed with polarizing microscopy (Fig. 4) the articular
cartilage was organized in three zones: the superficial zone
(approximately 5% of the cartilage thickness, varying
between 20 um at 5 weeks old and 12 um at 8 weeks old)
with orange collagen fibers oriented parallel to the cartilage
surface. On corresponding sections stained with Toluidine
blue, this layer contained ellipsoidal cells which were
approximately 5-10 um in width by 10 um in length and
oriented parallel to the cartilage surface. The transitional or
intermediate zone (approximately 35% of the cartilage
thickness, varying between 130 pm at 5 weeks and 80 pm
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at 8 weeks) where the collagen fibers display a green color
and an alveolar meshwork organization with their long axis
oriented parallel to the articular surface. In this zone, the
cells were spherical, 10-15 pm in diameter and randomly
distributed. The hypertrophic zone, which contained the
largest cells (30 um in diameter), corresponded approxi-
mately to 60% of the cartilage thickness (varying between
230 pm at 5 weeks and 140 um at 8 weeks) contained thin
green collagen fibers having a perpendicular organization
and surrounding the hypertrophic cells which occupied
three or four rows. The cellularity in the different zones
tended to decrease progressively as a function of cartilage
maturation. The cells changed in size and shape, and
assembled in clusters. The cartilage-bone interface was
not well delineated since it constituted a mixture of cells,
marrow and bone.

Matrix of the cartilage. The matrix (PGs) of youngest
cartilage was markedly stained by Toluidine blue. No
spatial variation between the different zones of the tissue
was observed (Fig. 3). Nevertheless, the matrix organiz-
ation and, more precisely, the cells—matrix ratio was differ-
ent between the transitional and the hypertrophic zones.
The hypertrophic zone presented a high cells—matrix ratio
whereas the transitional zone was composed of small cells
surrounded by an abundant matrix. An important decrease
of Toluidine blue staining was observed between 5 and 10
weeks. The Picrosirius red (collagen content) mainly
stained the cartilage in the superficial and transitional
layers.

Mature patellar cartilage (from 10-week-old). Struc-
tural organization. On histological sections, the articular
cartilage was organized in four zones. The superficial zone
had a thickness and structure that remained unchanged.
The transitional zone was thinner than that of immature
cartilage since it occupied approximately 18% of the carti-
lage thickness (approximately 45 um). This layer remained
dark with no birefringence because the collagen fibers were
arching in several directions. The radial zone occupied
approximately 68% of the cartilage depth and was 175 um
thick for 11-week-old rats. In this layer almost all the cells
(approximately 30 um in width by 50 um in length) were
grouped in clusters of 3-4 units that were organized in
columns oriented perpendicular to the articular surface. On
polarizing light microscopy, these cells were surrounded by
thick and intense orange collagen fibers which were per-
pendicular to the cartilage surface. In 11-week-old rats, the
hypertrophic layer was formed by just one row of cells
surrounded by thick orange collagen fibers. Finally, the
calcified zone, which allows distinction between immature
and mature cartilage, was seen only in 11-week-old
animals. This layer occupied 10% of the cartilage thick-
ness. The cartilage-bone interface consisted of a large
proportion of bone compared to that of marrow. Thus, this
interface was sharper and easily identified.

Matrix of the cartilage. The cartilage matrix (PGs) was
weakly stained by Toluidine blue. No spatial variation of
PGs between the different zones of the tissue was
observed. Compared to immature cartilage, the intensity of
Picrosirius red staining of mature cartilage increased in
the different zones and mainly in the radial zone. Thick
bundles, perpendicular to the articular surface and sur-
rounding the clusters, were observed in the deepest region
of the radial zone. On polarizing microscopy, these
birefringent bundles were green in their upper part and
became orange near the calcified cartilage.

5-week-old  6-week-old  8-week-old 11-week-old

l'sM

Fig. 5. B-scan images of patellar cartilage in the sagittal plane as a

function rat age. Two bright bands correspond to the cartilage

surface (arrow) and cartilage-bone interface (double arrow).

Between these bands, the echogenicity of the cartilage varies

during the maturation. For immature animals, the matrix is echoic

in its first two-thirds. The echogenicity decreases with age and for
mature animals the matrix is anechoic.

Ultrasonic images of cartilage

Ultrasonic images that were acquired in the sagittal
plane of the patellae are displayed as a function of rat age
in Fig. 5. Vertical and horizontal axes correspond to the
transducer displacement axis and sound propagation axis,
respectively.

Each image shows two continuous bright bands, which
result from the reflection of the ultrasonic pulse on the
cartilage surface and at the cartilage-bone interface. The
first band is thin, regular and smooth. Since the transducer
displacement is rectilinear and the cartilage surface is
curved, the intensity of the echo from the cartilage surface
varies as a function of the surface orientation with respect
to the incident acoustic beam axis. Thus, the surface echo
is brightest in the central region of the cartilage where the
surface is most perpendicular to the acoustic beam. The
second bright band is thicker, less regular and echoic than
the band delimiting the cartilage surface. Its thickness
tends to decrease with rat aging, and its reflectivity appears
to increase with time.

Between these bright bands the appearance of cartilage
matrix changed as a function of animal age. For the
youngest animals the cartilage matrix was echoic, display-
ing a bilaminar pattern. The first layer that was located
beneath the surface occupied 50% to 75% of the cartilage
volume and was more echoic than the second one. The
echogenicity decreased with rat aging and the bilaminar
pattern disappeared for most of the 7-week-old animals
and for all older rats. For the oldest animals the cartilage
matrix was anechoic. For all animals, the subchondral bone
was not visible on B-scan images, probably because of the
low level of acoustic energy backscattered from this tissue
due to the high attenuation of ultrasound at the operating
frequency.

QUANTITATIVE ANALYSIS

Analysis of the integrated reflection and backscatter
coefficients

The estimated reproducibility of IRC and AIB measure-
ments was reported earlier and found to be 3.5% and 1%,
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Fig. 6. Mean integrated reflection coefficient as a function of animal
age. The error bars represent (+) the standard deviation of the IRC
over each group.
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Fig. 7. Mean apparent integrated backscatter as a function of
animal age. The error bars represent (+) the standard deviation of
the AIB over each group.

respectively®. The mean values of IRC and AIB and the
standard deviation were calculated in each group of ani-
mals and plotted in Figs 6 and 7, respectively, as a function
of animal age.

Individual integrated reflection coefficient values ranged
between -19.9dB and -25.4 dB, except that of one
11-week-old rat outlier which was equal to -30.8 dB.
Excluding this outlier, the group average IRC values
varied between -21.2 dB and -24.4 dB and the standard
deviation ranged between 0.7 and 1.7 dB. One-way
ANOVA indicated that age has a significant effect on
cartilage surface (P<0.05). All-pairwise multiple compari-
son between means showed that the difference in IRC
between 5 and 6 weeks old was significant and IRC values
in 5- and 8-week-old cartilages were significantly different
from those obtained at 10 and 11 weeks of age. A least-
square linear fit to IRC data over time showed a moderate
but significant correlation between IRC and age (R=-0.52;
P<1072). The parameter decreased slightly but significantly
by —0.40 dB per week.
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Fig. 8. Variation of the mean cartilage thickness in echography and

histology as a function of age. The error bars represent (+) the

standard deviation of the thickness over each group. Value from 7

week-old rats are not reported because no histologic sections were
obtained for this group.

Individual AIB values ranged from -36.6dB to
-53.6 dB. One way ANOVA indicated that age has a
significant effect on cartilage internal structure (P<0.05).
The group average AlIB values, estimated over each group,
showed a decline with age from -40.9 dB for 5-week-old
animals to —51.8 dB for 10-week-old animals. All-pairwise
multiple comparison between means showed that the dif-
ference in AIB was significant between two groups of
animals sacrificed at least 2 weeks apart. However,
because of the slight increase of AIB observed between 10
and 11 weeks, the AIB measured at 8 weeks of age was not
significantly different from the AIB of 11-week-old rats. A
least-square linear fit to AIB data over time showed a
significant linear decrease of -2.2 dB per week (R=-0.89;
P<107%).

Cartilage thickness

The reproducibility of thickness measurement in B-scan
images assessed in a previous work was 1.3%°. For both
ultrasonic and histologic measurements, the mean carti-
lage thickness and the standard deviation were calculated
over the eight animals of each group and plotted as a
function of rat aging in Fig. 8.

The mean ultrasonic (US) thickness decreased from
3563.9+254 um for the b5-week-old rats down to
227.2+51.5 um for the 7-week-old animals, and was
approximately constant (232+40 um) for the older groups.
One-way ANOVA indicated that age has a significant effect
on cartilage thickness (P<0.05). All-pairwise multiple
comparison between means showed that the cartilage
thickness of the 5- and 6-week-old groups was significantly
different from that of all the other groups. No significant
difference was found between 7, 8, 10 and 11-week-old
specimens. A least-square linear fit to US cartilage thick-
ness data of the three first groups over time showed a
significant linear decrease of -63.3um per week
(R=-0.82; P<1079).

Statistical analysis of thickness data obtained from
histology showed the same trends as those observed on
ultrasonic data. A good agreement was noted between US
and histologic thickness with a highly significant positive
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Fig. 9. Least mean square linear fit of ultrasound measurement vs
histologic measurement of the cartilage thickness.
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Fig. 10. Variation of the mean proteoglycan (PG) content in the

whole matrix of rat patellar cartilage as a function of maturation.

The error bars represent (+) the standard deviation of the
PG content over each group.

correlation (R=0.89; P<10~%). However, the slope and the
intercept of a least-square linear fit were significantly differ-
ent from 1 (P<10~%) and 0 (P<10~%), respectively (Fig. 9).

The mean thickness measured in histologic sections
decreased from 380.5+26.6 um for the 5-week-old
animals down to 231.0+22.3um for the 8-week-old
animals. Then it remained approximately constant around
225+35 um for 10-week-old animals and slightly increased
up to 258+59 um for the 11-week-old animals.

Biochemical data

In immature cartilage, the proteoglycan content progres-
sively decreased from 100.53+1.29 ug per mg of 5-week-
old cartilage to 65.50+1.58 ug per mg of 10-week-old
cartilage (Fig. 10). One-way ANOVA indicated that age has
a significant effect on PG’s content (P<0.05). Multiple
comparison showed that the difference between PG
content means was in all cases significant except between
5- and 6-week-old cartilages.

Compared with the PG content, the collagen content
slightly increased from 55.84+4.64 ng per mg of cartilage
to 71.01+2.46 ug per mg of cartilage between 5 and 10
weeks of age (Fig. 11). Statistical analysis indicated that
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Fig. 11. Variation of the mean collagen content in the whole matrix

of rat patellar cartilage as a function of maturation. The error bars

represent (+) the standard deviation of the collagen content over
each group.

age has a significant effect on cartilage collagen content
(P<0.05). All-pairwise multiple comparison between means
showed that all the groups were significantly different
except the collagen content at 6 weeks, which was not
significantly different from that obtained at 5 and 7 weeks
old.

In mature cartilage, the biochemical analysis of PGs
showed a significant decrease between 10- and 11-week-
old cartilage. The collagen content slightly but significantly
increased to 75.01+0.70 pug per mg of cartilage at 11 weeks
of age.

Discussion

The current study investigated the relationship between
maturation-related structural changes in rat patellar carti-
lage and high frequency ultrasound measurements. The
US method, which combined high resolution imaging and
local estimation of acoustic parameters, was confronted to
histological and biochemical findings.

Maturation is characterized by cartilage thinning and
structural modifications of the tissue mainly involving the
PG and collagen content and the collagen fibrillar network
orientation and density. Correspondences were observed
between histologic sections and ultrasonic images, con-
cerning the cartilage surface, the laminar appearance of
matrix, and the cartilage-bone interface. The bilaminar
backscatter pattern of the matrix that was observed on
B-scans of immature cartilage apparently corresponded
to the laminar organization of the cartilage in histologic
sections. However, the thickness of the layers that were
observed in US images did not exactly correspond to the
thickness of the layers observed in images of histologic
sections. This is due to the fact that, first, in ultrasound
exploration the superficial layer of the cartilage could not be
separated from the cartilage surface since its thickness is
below the axial resolution of the SAM (30 um), and second,
the acoustic properties, in particular, speed of sound, may
vary within the different layers.

Changes in echo intensity and thickness of the cartilage—
bone interface observed in B-scan images may result from
the effective remodeling of this interface during maturation,
which could be observed on histologic sections. For
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5-week-old animals, this interface was irregular due to the
interpenetration, sometimes over a depth larger than
50 um, of cartilage hypertrophic cells, marrow and bone
trabeculae. This irregularity gave rise to thick echogenic
band on the corresponding B-scan images. For 11-week-
old animals, the cells were well separated from the bone
and the cartilage-bone interface contained less marrow.
Thus, the boundary between cartilage and subchondral
bone was more smooth and regular and gave rise to a short
specular and more intense echo.

The integrated reflection coefficient is primarily deter-
mined by the composition and micro-architecture of the
superficial layer, and the surface roughness®. In the current
study, IRC measurements demonstrated a moderate
correlation between the IRC values and time. A visual
analysis of histologic sections obtained at different stages
of maturation did not show any alteration of either the
cartilage surface or the superficial layer. Since, to our
knowledge, there is no reported study on the local histo-
logic evaluation of the cartilage superficial layer as a
function of the early stages of the tissue maturation, the
slight decrease of IRC with maturation cannot be thor-
oughly explained at this time. It should, however, be noted
that IRC values are subject to measurement errors. The
most possible sources of error are the effect of the internal
structure backscatter on IRC values (the resolution of our
US system does not allow the detection of the superficial
layer) and/or a strong influence of the US beam incidence
angle with respect to the cartilage surface on IRC measure-
ment (a 2°-variation of incident angle induced by a 50 um
lateral displacement of the transducer resulted in an IRC
variation of —1.7 dB, i.e. approximately 7.5%).

The most important finding of the current study was the
highly significant age-related decrease of AIB. This par-
ameter, which is device- and operator-independent, pro-
vides quantitative information on the characteristics
(concentration, size, orientation, e.g. anisotropy and
acoustic impedance mismatch) of subresolution scatterers
of the explored tissue. AIB values were greater by up to
11 dB, i.e. 27% in immature cartilage, than that of AIB in
mature cartilage. Substantial modifications of cartilage
composition and structure were observed in the region of
interest on histologic images during the maturation. Pro-
gressively, in the volume of US measurements, the cellu-
larity slightly decreases, the size and the shape of cells
change, and the collagen fibers change in orientation.
Regarding the modification of the matrix biochemical con-
stituents within the whole depth of the specimens, our
analysis indicated that age has a significant effect on
proteoglycan and collagen content. During maturation the
PG’s content progressively decreased by up to 49%, while
the collagen content slightly increased by up to 34%.

The AIB decrease should not be associated significantly
with the decrease in PG content. Indeed, a recent prelimi-
nary study reported by our group, dealing with correlation of
50 MHz ultrasound backscatter with matrix constituents of
rat patellar cartilage, has shown that there was no differ-
ence between ultrasound backscatter images of PG
depleted cartilage (selective degradation of PGs using
hyaluronidase enzyme) and backscatter images of their
control contralateral nondegraded cartilage'®.

With regard to cell contribution, it can be noted that in our
study ultrasound backscatter does not provide resolution to
the cellular level. However, the cell size (10-30 um) is
consistent with expected domains of scatterers to which
ultrasound backscatter is sensitive. It would appear likely,
therefore, that the apparent decrease in cell density and

changes in cell diameter and organization within the region
of measurement have some effect on apparent integrated
backscatter during the maturation process. Previous
studies performed in ocular melanoma at lower frequencies
(10 MHz) demonstrated a correlation between ultrasound
backscatter parameters and cell characteristics'®,

AlB may also be affected by the increase in collagen
content of the whole matrix, which may be attributed to the
high fiber density observed in the mature state of the
cartilage. Because of their small size, collagen fibers
cannot be directly detected; however, the change in col-
lagen fiber orientation could explain the local change in
apparent integrated backscatter. Indeed, AIB value was
greater when ultrasound propagated across collagen fibers
than that of AIB of ultrasound propagating along the fibers.
This finding is in agreement with results described by
other groups in highly oriented biological tissues such as
myocardium and skeletal muscles'”-',

Finally, our findings demonstrated a good agreement
between US and histologic measurements of the total
cartilage thickness. The potential sources of error that may
account for the difference in US and histologic cartilage
thickness measurements include variations of cartilage
thickness due to histologic preparation, difference in
orientation of US scan plane and histologic section, and
inaccuracy of speed of sound. The slope and intercept of a
linear fit between US and histologic thickness data were
significantly different from 1 and 0O, respectively, indicating
that the error between US and histologic measurements
was a function of the cartilage thickness. Since cartilage
thickness was found to be age-dependent, one could argue
that the difference between US and histologic thickness
measurement is also dependent on age. Speed of sound is
known to vary as a function of the cartilage composition
and micro-architecture''. Thus, age-related changes in
cartilage composition, water content and/or micro-structure
may influence speed of sound and may potentially explain
the age-related difference between US and histologic
thickness measurements observed in this study.

In summary, this study reports the first results on the
relationship between quantitative ultrasound and
maturation-related changes in rat patellar cartilage. US
technique allows local characterization of structural
changes in cartilage. The decrease of the apparent
integrated backscatter appears more likely to be related to
changes in the cartilage anisotropy resulting from the
change in collagen fiber orientation within the region of
measurement. Histologic and biochemical findings indicate
that chondrocytes and collagen content may contribute to
the changes in ultrasound backscatter. Local measure-
ments of other acoustic properties, such as speed of sound
and the frequency variation of attenuation in immature
and mature cartilage, is under way in our laboratory in
order to clarify the contribution of each cartilage con-
stituent, in particular the collagen content, to the changes in
backscattered ultrasound.

This study demonstrates that quantitative measurements
of ultrasound backscatter may provide a useful and sensi-
tive index to age-related or disease-related modifications of
cartilage composition or microstructure. High frequency
ultrasound has the potential to be used as a non-invasive
and quantitative technique for the research and evaluation
of pharmacological treatments using animal models. In the
future, attention should also be focused on the miniaturiz-
ation of the echographic probes potentially to extend this
technique to the clinical field. Such understanding provided
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9. Cherin E, Saied A, Laugier P, Netter P, Berger G.
Evaluation of acoustical parameter sensitivity to

by this study could improve the utility of ultrasonography for
the assessment of joint cartilage and related diseases.
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INTRODUCTION

A partir des résultats obtenus au chapitre précédent, le collagéne et les PG sont apparus
comme des candidats susceptibles d’expliquer les variations du niveau de rétrodiffusion par la
matrice extracellulaire du cartilage rotulien du rat. Nous avons cherché a tester la validité de
notre hypothése en étudiant le cartilage et sa réponse acoustique a différentes étapes de la
dégradation contr6lée des constituants de la matrice. Celle-ci étant composée en majeure
partie de protéoglycanes et de collagéne, il eut été souhaitable de pouvoir effectuer une
dégradation contr6lée et spécifique de chacun des constituants. Dans une premiére partie, nous
avons obtenu la dégradation sélective des protéoglycanes par une enzyme spécifique, la
hyaluronidase testiculaire ovine. En ce qui concerne le collagene, les enzymes spécifiques
(collagénase) étant trop destructives, nous avons opté pour une enzyme peu spécifique
attaquant aussi bien les PG et le collagéne, la papaine. Les résultats de cette deuxiéme

expérience sont obtenus au début de la phase de dégradation.

A. DEGRADATION DES PROTEOGLYCANES PAR LA HYALURONIDASE
TESTICULAIRE OVINE

1. Protocole expérimental

a. Animaux

26 rats sont €étudiés au cours de I’expérience, repartis en deux lots. L’un est de 16 rats pour
I’échographie et I’histologie et I’autre est de 10 rats pour la biochimie. Chacun des lots a
inclus deux groupes de rats immatures de 5 semaines et matures de 10 semaines
correspondant respectivement a des poids de 125 g et de 300 g. En dehors de cet aspect 1ié¢ a la
maturation, [’intérét de ce travail est d’étudier des cartilages présentant des caractéristiques
structurales et biochimiques différentes. Les rotules de chaque rat sont disséquées, celle de
gauche servant de témoin et celle de droite subissant la dégradation. Dans cette étude, on
suppose qu’il n’existe pas de différence significative entre les cartilages rotuliens des genoux
d’un méme rat. En effet, des travaux antérieurs du laboratoire [Cherin, 1998] ont montré que
les cartilages rotuliens gauche et droit d’un méme rat ne présentent pas de différence
significative pour ce qui concerne I’aspect des images échographiques et histologiques,

Pépaisseur et les coefficients intégraux de réflexion et de rétrodiffusion apparente (p > 0,05).
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b. Deégradation par la hyaluronidase testiculaire ovine

La dégradation par la hyaluronidase testiculaire ovine hydrolyse spécifiquement les
chondroitines sulfates et I’acide hyaluronique [Yamada, 1982]. Les rotules droites subissent
I’incubation séparément dans 1 ml de solution de CH;COONa/NaCl (0,1 M) contenant 1000
U/ml de hyaluronidase pendant 6 heures & 37 °C et avec un pH de 5,1. Elles sont ensuite
rincées dans 30 ml de solution de CH3COONa/NaCl sans hyaluronidase. La réaction
enzymatique est stoppée par I’incubation des rotules dans 2 ml d’une solution d’inhibiteurs de
protéase pendant 1 minute. La rotule témoin est mise dans un bain de sérum physiologique a

0,9 % pendant 6 heures a 37 °C.

c. Méthodes acoustiques, histologiques et biochimiques

Les études acoustique, histologique et biochimique se déroulent de fagon semblable a celles
décrites dans le chapitre précédent a savoir, la construction des images échographiques, le
calcul des coefficients intégraux de réflexion et de rétrodiffusion apparente, la coloration des
coupes histologiques au rouge sirius observées en lumicre normale et polarisée et au bleu de
toluidine et la mesure des contenus globaux en PG et en collagéne. Les seules différences sont
les mesures de 1’épaisseur du cartilage en histologie et en échographie dont la méthode

d’évaluation est décrite a la fin du second chapitre.

d. Tests statistiques

Le Wilcoxon Signed-Rank Test pour variables appariées est utilis€é pour estimer les
différences entre les coefficients intégraux de réflexion et de rétrodiffusion des cartilages
témoins et dégradés. Le méme test est appliqué pour les mesures d’épaisseurs aussi bien en
¢échographie qu’en histologie. Chacun des tests est utilisé avec un niveau significatif o de

0,05.

2. Resultats

Seront présentées successivement les observations déduites des images échographiques et
I’étude quantitative de la réflexion et de la rétrodiffusion apparente. Ensuite, nous verrons la
comparaison des mesures d’épaisseur du cartilage déterminées a partir des images
échographiques et histologiques. Enfin, comme dans le chapitre précédent, nous présenterons

en dernier les résultats histologiques et biochimiques (Figure 1).
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a. Images échographiques

100 um

Figure 1 : images échographiques de cartilage présentées de gauche a droite : témoin
immature (A), dégradé immature (B), témoin mature (C) et dégradé mature (D). Les

cartilages témoins (A, C)et dégradés (B, D) ne présentent pas de différence observable.

En fonction de I’4ge des rats, les images échographiques des cartilages témoins et dégradés
présentent le méme aspect que les images présentées dans le chapitre précédent. Les
principales observations sont I’aspect bilaminaire du cartilage immature, la diminution au
cours de la maturation de 1’épaisseur du cartilage et de I’échogenicité de la couche située
derriére la surface. Il n’existe pas de différence observable entre les images des cartilages

témoins et dégradés pour les deux ages.

b. Parameétres acoustiques

Dans 1’ordre sont exposés les résultats sur la réflexion, sur la rétrodiffusion et sur les

mesures d’épaisseur du cartilage réalisées en échographie et en histologie. Pour les quatre
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index quantitatifs sont présentées les valeurs des moyennes et écarts types des cartilages

témoins et dégradés pour les deux ages.

(1) Réflexion de la surface articulaire
Comme dans le chapitre précédent, les courbes moyennes de réflexion présentent des
variations non significatives en fonction de la fréquence aussi bien pour les cartilages témoins
que dégradées des deux ages. Le seul paramétre étudié pour la réflexion de 1’onde ultrasonore

par la surface articulaire est le coefficient intégral de réflexion CIR (Figure 2).

Coefficient Intégral de Réflexion

immature mature

Etéemoin
Odégradé

CIR (dB)

Figure 2 : Variation du CIR entre les cartilages témoins et dégradées pour les ages
immature (p > 0,05) et mature (p > 0,05). Les barres d’erreur représentent I’écart type des

contenus en PG et en collagéne pour chaque groupe.

Les valeurs individuelles du coefficient intégral de réflexion s’échelonnent entre - 19,3 dB et
- 24,9 dB. Pour I’dge immature, les valeurs moyennes des coefficients des cartilages témoins
et dégradés sont respectivement de - 22,9 + 1,5 dB et de - 23,3 £+ 1,4 dB. Pour I’4ge mature,
les valeurs moyennes des coefficients des cartilages témoins et dégradés sont respectivement
de - 20,9 + 1,0 dB et de - 20,6 £ 1,0 dB. Le Wilcoxon Signed-Rank Test pour valeurs
appariées indique qu’il n’existe pas de différence significative entre les coefficients des

cartilages témoins et dégradés pour chacun des deux ages (p > 0,05).

(2) Rétrodiffusion de la matrice interne

Comme dans le chapitre précédent, les courbes moyennes de rétrodiffusion présentent des

variations non significatives en fonction de la fréquence aussi bien pour les cartilages témoins
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que dégradées et ceci pour les deux ages. Le seul coefficient étudié pour la rétrodiffusion de
’onde ultrasonore par I’intérieur du cartilage est le coefficient intégral de rétrodiffusion

apparente CIRD (Figure 3).

Coefficient Intégral de Rétrodiffusion

immature mature

Etémoin
Odégradé

CIRD (dB)

37,8 -37.8
-42 40,3 -40,1

age

Figure 3 : Variation du CIRD entre les cartilages témoins et dégradées pour les Ages
immature (p > 0,05) et mature (p > 0,05). Les barres d’erreur représentent I’écart type des

contenus en PG et en collagéne pour chaque groupe.

Les valeurs individuelles du coefficient intégral de rétrodiffusion apparent s’échelonnent
entre - 34,9 dB et - 41,8 dB. Pour I’4ge immature, les valeurs moyennes des coefficients des
cartilages témoins et dégradés sont respectivement de - 37,8 + 1,7 dB et de - 37,8 £ 1,6 dB.
Pour I’age mature, les valeurs moyennes des coefficients des cartilages témoins et dégradés
sont respectivement de - 40,3 £ 0,7 dB et de - 40,1 = 1,1 dB. Le Wilcoxon Signed-Rank Test
pour valeurs appariées indique qu’il n’existe pas de différence significative entre les

coefficients des cartilages témoins et dégradés pour chacun des deux ages (p > 0,05).

(3) Mesures d'épaisseur du cartilage
Sur les deux graphes suivants correspondant respectivement aux mesures obtenues a partir
des images échographiques et histologiques sont présentées les épaisseurs du cartilage
(moyenne et écart type) pour les cartilages témoins et dégradées aux ages immature et mature

(Figure 4 et 5).
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Figure 4 : Variation de I’épaisseur du cartilage mesurée sur les images échographiques
entre les cartilages témoins et dégradées pour les dges immature (p < 0,05) et mature
(p <0,05). Les barres d’erreur représentent I’écart type des contenus en PG et en collagéne

pour chaque groupe.
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Figure 5 : Variation de I’épaisseur du cartilage mesurée sur les images histologiques entre
les cartilages témoins et dégradées pour les dges immature (p > 0,05) et mature (p > 0,05).
Les barres d’erreur représentent I’écart type des contenus en PG et en collagéne pour
chaque groupe.
Les mesures d’épaisseur des cartilages témoins et dégradés a partir des images
échographiques prennent en compte une valeur constante de la célérité. Lors de la
dégradation, la valeur moyenne de 1’épaisseur mesurée en échographie passe de 367 + 42 pm

a 386 + 50 um pour I’dge immature et de 212 £ 22 um a 236 + 27 um pour 1’age mature. Les
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tests statistiques montrent que 1’épaisseur du cartilage mesurée en échographie augmente
faiblement, mais de fagon significative entre les cartilages témoins et dégradés aussi bien pour
I’dge immature que mature (p < 0,05). Lors de la dégradation, la valeur moyenne de
1’épaisseur mesurée en histologie passe de 436 + 66 um a 394 £ 54 um pour I’Age immature et
de 291 + 64 um a 265 + 34 um pour I’dge mature. Le test statistique indique qu’il n’existe pas
de différence significative entre les cartilages témoins et dégradées pour les deux A4ges

(p > 0,05).

¢. Résultats histologiques et biochimiques

Sont présentées en premier lieu les observations déduites des images des coupes
histologiques colorées au bleu de toluidine et au rouge sirius en lumiére normale et polarisée
suivies des résultats biochimiques sur 1’évaluation des contenus globaux en PG et en

collageéne.
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(1) Images histologiques
Pour les adges immature et mature sont présentées des images de coupes histologiques de
cartilages témoins et dégradées, colorées au bleu de toluidine a gauche et au rouge sirius au

centre et a droite (Figures 6, 7, 8, 9). L’image de droite est obtenue en lumiére polarisée. Le

rectangle blanc délimite la zone de mesure de la rétrodiffusion.

—

Figure 6 : images de coupes histologiques d’un rat immature témoin.

Le rectangle blanc délimite la zone de mesure de la rétrodiffusion.
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Figure 7 : images de coupes histologiques d’un rat immature dégradé.

Le rectangle blanc délimite la zone de mesure de la rétrodiffusion.
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Figure 8 : images de coupes histologiques d’un cartilage mature témoin

Le rectangle blanc délimite la zone de mesure de la rétrodiffusion.

Figure 9 : images de coupes histologiques d’un cartilage mature dégradé

Le rectangle blanc délimite la zone de mesure de la rétrodiffusion.

Les images histologiques des rats témoins immature et mature présentent le méme aspect
que celles décrites dans le chapitre précédent. Les principales observations décrites pour les
cartilages témoins sont rappelées en vue de la comparaison avec les images histologiques des
cartilages dégradés.

Au cours de la maturation, I’épaisseur du cartilage diminue. Le contenu global en PG
indiqué par I’intensité du bleu de toluidine diminue avec 1’age. Le contenu global en collagéne

indiqué par I’intensité du rouge sirius augmente avec 1’age. Le degré d’anisotropie du cartilage
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augmente avec I’dge et les cartilages immature et mature sont sensiblement divisés
respectivement en trois et quatre couches.

Dans la zone de mesure de la rétrodiffusion, les fibres de collagéne passent d’une orientation
paralléle a perpendiculaire vis a vis de la surface articulaire, le diametre des fibres augmente
et les contenus en PG et en collagéne suivent les mémes variations que celles des contenus
globaux. Pour les deux 4ges, les contenus en PG et en collagéne ont tendance respectivement
a augmenter et a diminuer en fonction de la profondeur.

L’état de surface du cartilage dégradé reste identique a celui du cartilage témoin aussi bien
pour I’4ge immature que mature. La surface garde un aspect net et régulier et on n’observe
aucune altération ou fibrillation de surface.

Pour les cartilages dégradés, la décoloration du bleu de toluidine indique une diminution
importante du contenu en PG. L’intensité de la décoloration diminue en fonction de la
profondeur. Les deux tiers de la matrice proches de la surface sont décolorés alors que le tiers
proche de 1’0s sous-chondral a une coloration identique au cartilage témoin. Il existe un front
de dégradation entre les deux zones.

En parallele de cette décoloration, la couleur du rouge sirius est renforcée dans la zone
supérieure déplété en PG.. La dégradation par la hyaluronidase ne pouvant pas augmenter le
contenu en collagene, le renforcement de la coloration par le rouge sirius peut étre expliqué
par ’augmentation du nombre de sites de fixation de rouge sirius sur les molécules de
collagéne. En effet, en dégradant 1’acide hyaluronique des PG, la hyaluronidase casse les
liaisons entre le collagéne et les PG. Les sites de liaison du collagéne libérés permettent la
fixation du rouge sirius sur le collagene.

Le renforcement de la polarisation s’accompagne d’un changement de couleur de la lumicre
polarisée (du vert a I’orange). Ce phénomeéne est particulierement important a 1’4ge mature.
D’apreés Dayan [Dayan, 1989], le changement de longueur d’onde de la lumiére polarisée
traduit, soit une variation du diamétre des fibres de collagéne, soit un changement du type de
collagéne. La hyaluronidase ne pouvant pas modifier le type du collagéne sans attaquer le
collagéne, le changement de couleur de la lumiére polarisée correspondrait plutdt a une
variation du diamétre des fibres. Par ailleurs, ceci peut s’expliquer par le fait que I’espace
libéré par les PG permet aux fibres de collagéne de se dilater dans le sens du diamétre et
I’augmentation de la longueur d’onde (du vert a I’orange) traduirait une augmentation du
diameétre des fibres. Quant a ’orientation des fibres et a I’organisation du réseau collagénique

en général, il semble qu’il n’existe pas de modification induite par la dégradation.
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A part la variation d’intensité des colorations, le cartilage dégradé présente le méme aspect
que le cartilage témoin. En effet, I’organisation multicouche du cartilage ne semble pas se

modifier. Le nombre de couches reste identique. L’épaisseur et 1’aspect cellulaire des

différentes couches ne semblent pas varier.
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(2) Résultats biochimiques
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Figure 10 : Variation du contenu en PG entre les cartilages témoins et dégradées pour les
ages immature (p < 0,05) et mature (p < 0,05). Les barres d’erreur représentent I’écart type

des contenus en PG et en collagéne pour chaque groupe.
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Figure 11 : Variation du contenu en collagéne entre les cartilages témoins et dégradées
pour les Ages immature (p < 0,05) et mature (p < 0,05). Les barres d’erreur représentent

I’écart type des contenus en PG et en collagéne pour chaque groupe.

Lors de la dégradation, la valeur moyenne de la concentration en PG passe de 132 £ 8 ug/mg

a 72 £ 13 pg/mg pour I’dge immature et de 104 + 8 pg/mg a 46 £ 5 pg/mg pour 1I’age mature
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correspondant a des diminutions respectives de 45 % et de 56 %. Lors de la dégradation, la
valeur moyenne de la concentration en collagéne passe de 56 & 3 ug/mg & 64 £ 3 pug/mg pour
I’age immature et de 59 + 3 pug/mg a 66 + 3 ug/mg pour 1’dge mature correspondant a des
augmentations respectives de 14 % et de 12 %. Le Wilcoxon Signed-Rank test montre que les
contenus en PG (p < 0,05) et en collagene (p < 0,05) présentent des différences significatives
entre les cartilages témoins et dégradés pour les cartilages immatures et matures. Cette faible
augmentation de la concentration du collagéne en pg/mg peut étre expliqué par une
diminution de la précision de la mesure du fait de la diminution de la masse du cartilage lors

de la dégradation. La quantité de collagéne peut étre considérée comme inchangée.

3. Discussion

Le principal résultat de cette étude est I’absence de variation des coefficients intégraux de
réflexion et de rétrodiffusion apparente au cours de la dégradation enzymatique des PG. Les
résultats histologiques et biochimiques correspondants indiquent clairement une altération
importante des PG (de ’ordre de 50 % pour les deux 4ges) et une absence de modification de
I’organisation du réseau collagénique. L’absence de variation des paramétres acoustiques
indique que les pertes significatives en PG n’influencent pas la propagation du signal
ultrasonore.

Nos résultats sur le coefficient intégral de réflexion sont en accord avec ceux de Toyréds qui a
aussi montré qu’a 22 MHz le coefficient de réflexion ne varie pas au cours de la déplétion des
PG du cartilage bovin par la chondroitinase ABC [Toyréds, 1999]. En revanche, Toyrds a
montré que la déplétion des PG entraine une variation de 1’échogénicité interne des images du
cartilage bovin de ’ordre de 20 % (pas de mesure du CIRD).

Nous avons tout de méme noté sur les images des coupes histologiques observées en lumiere
polarisée une modification de la longueur d’onde de la lumiére qui semble indiquer une
augmentation du diametre des fibres de collagéne. Dayan [Dayan, 1989] indique en effet, que
les diametres de 0,8 pm ou moins correspondent a la couleur verte et les diametres de 1,6 pm
a 2,4 um correspondent & la couleur orange pour différents types de collagene de différents
organes (peau, tendon et cartilage) prélevés chez différents animaux (veau, beeuf et rat). Ces
modifications ne semblent pas influencer le CIRD et nos observations meéritent d’étre
confirmées par une étude systématique quantitative d’un nombre plus important d’images de
coupes histologiques. On peut penser toutefois que la quantité de collagéne ne variant pas au

cours de la dégradation, si les fibres de collagéne se dilatent dans le sens du diametre, leur



Chapitre IV : Etude de la dégradation enzymatique des constituants biochimiques 84

masse volumique diminue et donc leur impédance acoustique diminue. Si la diminution des
fluctuations d’impédance acoustique compense dans la fonction de rétrodiffusion
I’augmentation du diameétre des fibres de collagéne, la rétrodiffusion ne change pas, bien que
le diameétre des fibres augmente. Ces modifications qui sont certainement faibles par rapport
aux pertes en PG, n’ont pas pu €tre mises en évidence par manque d’informations sur le
cartilage étudié.

Par ailleurs, certains auteurs rapportent que la déplétion des PG induit une augmentation du
contenu en eau. Cette augmentation a été estimée par des mesures directes du contenu au sein
du cartilage de beeuf [Zhu, 1993] et de cheval [Simon, 1982] et par des mesures du paramétre
T2 en IRM au sein du cartilage de veau [Lehner, 1989] et du cartilage humain [Mlynarik,
1996; Dardzinski, 1997]. En effet, la libération des espaces interfibrillaires par la dégradation
enzymatique conduit & une augmentation de 1’hydratation des espaces laissés vacants par les
PG [Watrin, 1998]. Si une telle augmentation s’est produite au cours de nos expériences, elle
n’a pas pu étre mise en évidence par une variation de la rétrodiffusion comme il a déja été
montré auparavant sur d’autres tissus. En effet, une expérience sur 1’exploration du myocarde
canin dans la bande de fréquence 4-6,8 MHz a montré qu’une variation du contenu en eau au
sein du myocarde n’entraine pas de modification du coefficient intégral de rétrodiffusion
apparente [Hassler, 1993].

En revanche, I’augmentation du contenu en eau dans le cartilage dégradé est certainement
mise en évidence par 1’augmentation de 1’épaisseur du cartilage mesurée sur les images
échographiques qui, dans cette étude, est le seul index acoustique qui présente des différences
significatives entre les cartilages témoins et dégradés. Le fait que 1’épaisseur mesurée en
échographie croit légérement, mais de facon significative entre les cartilages témoins et
dégradées, alors que les mesures histologiques ne montrent pas de variation significative,
traduit une diminution de la célérité des ultrasons dans le cartilage dégradé. Cette diminution
de la célérité ne peut étre expliquée que par une augmentation du contenu en eau comme il a
déja été¢ montré a plus basse fréquence dans le foie [Tuthill, 1991] et le cartilage bovin
[Toyras, 1999].

Dans 1’objectif de dégrader sélectivement le collagéne, une expérimentation a été mence
dans un premier temps sur quelques rats. Les résultats préliminaires ont été tres
encourageants. Cependant, le protocole de dégradation n’a malheureusement pas pu étre
reproductible sur un plus grand nombre de rats. Nous avons, néanmoins jugé intéressant de

décrire briévement ci-dessous les expérimentations et les résultats obtenus.
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B. DEGRADATION DES PROTEOGLYCANES ET DU COLLAGENE PAR LA
PAPAINE

1. Protocole expérimental

Les enzymes dégradant spécifiquement le collagéne comme la collagénase alterent le réseau
collagénique de facon trop rapide et ne permettent pas 1’étude de l’interaction de 1’onde
ultrasonore avec le collagéne a différents stades de dégradation. La papaine présente
I’inconvénient de dégrader les PG et le collagéne, mais a I’avantage de dégrader le cartilage
suffisamment lentement pour permettre 1’exploration ultrasonore du cartilage lors de la
dégradation du réseau collagénique. Mais deux problémes subsistent au sujet de la papaine : la
reproductibilité de son activité et son mode d’action liée a une température élevée (60°C)
susceptible de dénaturer le tissu cartilagineux. Avec la hyaluronidase, les résultats
histologiques et biochimiques ont montré que Dactivit¢é de 1’enzyme est parfaitement
reproductible. En ce qui concerne la papaine, les résultats montrent qu’il est difficile de
reproduire de fagon identique la dégradation du cartilage par cette enzyme qui agit rapidement
(en quelques minutes) empéchant un contréle précis de cette dégradation. C’est pourquoi nous
avons di renoncer a une étude similaire a celle sur la hyaluronidase sur un nombre important
d’animaux. A cause de ce manque de reproductibilité, nous présentons 1’étude préliminaire
sur la dégradation par la papaine.

La papaine dépléte dans un premier temps les PG, suivant plus ou moins le mode de
dégradation de la hyaluronidase et dégrade dans un deuxi¢me temps le réseau collagénique
suivant un front paralléle a la surface articulaire. Ce front est une stricte séparation entre un
tissu composé d’un réseau collagénique non dégradé et le sérum physiologique prenant la
place du tissu dégradé. L’étude de la rétrodiffusion en fonction de la dégradation n’est
possible qu’au tout début de la dégradation du réseau collagénique au niveau de la surface

articulaire qui concerne un seul rat.

Les tests préliminaires ont pour but de déterminer le temps optimal d’incubation des rotules
dans la solution enzymatique correspondant au début de la dégradation du réseau
collagénique. Quatre rats de caractéristiques semblables a celles des rats de ’expérience
précédente (méles de race Wistar 4gés de 5 semaines et pesant 125 g environ) sont utilisés.
Aprées avoir été prélevées, les rotules servant a la dégradation sont mises a incuber dans 1 mi

de solution contenant 15 mg de papaine a une température de 60 °C et un pH de 6,2 pendant 5,
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8, 10 et 15 minutes (un animal pour chaque temps). Les rotules sont ensuite lavées pendant
une minute dans 2 ml d’une solution d’inhibiteurs de la papaine (MIA) qui bloque la réaction
enzymatique. L’exploration ultrasonore du cartilage et 1’étude histologique se déroulent

comme dans I’expérience précédente.

2. Résultats

a. Echographie

Seules sont présentées les images échographiques de cartilage des temps d’incubation de 10
et de 15 minutes correspondant respectivement au début de la dégradation du réseau
collagénique au niveau de la surface articulaire et a un stade avancé de la dégradation du

cartilage (Figure 12).

Figure 12 : images échographiques des cartilages témoin (A) et dégradé (B) (10 minutes) et
dégradé (C) (15 minutes) (de gauche a droite). L’image B présente un cartilage dont seule
la surface semble étre altérée. L’image C présente un cartilage détruit de fagon importante
(diminution de D’épaisseur du cartilage) et une augmentation de I’échogénicité de

Pinterface cartilage-os
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Pour le temps d’incubation de 10 minutes, I’image du cartilage témoin présente les mémes
caractéristiques que l’image du cartilage témoin immature de ’expérience précédente. Le
cartilage dégradé présente une diminution et une irrégularité spatiale de 1’échogénicité de la
surface articulaire, un aspect bilaminaire moins marqué, une rétrodiffusion plus homogene
selon la profondeur et une 1égére diminution de 1’échogénicité de I’interface os/cartilage.

On observe ainsi que la dégradation induit une trés forte baisse de la réflexivité de la surface
articulaire, alors qu’aucun changement n’a ét¢ détecté au niveau de la rétrodiffusion de la
structure interne du cartilage.

Pour le temps d’incubation de 15 minutes, 1’image échographique du cartilage témoin n’est
pas présentée car elle ne montre pas de différence par rapport a I’image échographique du
cartilage témoin du temps d’incubation de 10 minutes. L’image du cartilage dégradé présente
un cartilage plus mince, une échogénicité plus faible de la surface articulaire et une
échogénicité plus importante de ’interface entre le cartilage et 1’os par rapport & I’image du

cartilage témoin.

b. Histologie

Sont présentées les images des coupes colorées au rouge sirius des cartilages témoin et
dégradé pour le temps d’incubation de 10 minutes (Figures 13 et 14) et du cartilage dégradé
pour le temps d’incubation de 15 minutes (Figure 15).

Pour le temps d’incubation de 10 minutes, les images de gauche et de droite sont obtenues
respectivement en lumiére normale et polarisée. Les images des coupes histologiques colorées
au bleu de toluidine ne sont pas présentées car elles montrent le méme aspect que celui des
images présentées dans le cadre de 1’¢tude sur la dégradation par la hyaluronidase.

11 est juste présenté pour le temps d’incubation de 15 minutes une image de coupe colorée au
rouge sirius prise en lumiére normale afin de voir la destruction importante des couches
supérieures du cartilage ( superficielle et transitionnelle) du cartilage par ’action de la

papaine.
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Figure 14 : images de coupes histologiques du cartilage dégradé (10 minutes)

(les fleches blanches indiquent les fibres cassées lors de la dégradation)
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Pour le temps d’incubation de 10 minutes, seul I’aspect de la surface est décrit en vue
d’expliquer les variations du signal réfléchi par la surface articulaire induites par la
dégradation. L’intérieur du cartilage présente le méme aspect que celui observé sur les images
de I’expérience précédente. Sur les images en lumiere normale, la surface articulaire du
cartilage dégradé apparait moins nette et moins réguliére que celle du cartilage témoin. La
comparaison des images en lumiere polarisée montre qu’en paralléle d’un aspect moins net la
surface articulaire du cartilage dégradé présente un certain nombre de fibres trés fines de
couleur blanche qui sont cassées par endroit (indiquées par des fléches blanches sur I’'image
en lumiere polarisée). Par ailleurs, il semble que le cartilage dégradé présente un début de
fibrillation de surface ol on peut remarquer une diminution du diameétre des fibres de

collagéne en paralléle d’une augmentation de 1’espace interfibrillaire.

Figure 15: image de coupe histologique du cartilage dégradé (15minutes) montrant une
altération importante du cartilage (les couches superficielle et transitionnelle du cartilage

immature ont été détruites)

Pour le temps d’incubation de 15 minutes, le cartilage est dégradé, il ne subsiste donc qu’en

partie la couche hypertrophique et les couches superficielle et transitionnelle ont été détruites

par la papaine.
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3. Discussion

Pour le temps 10minutes, les images histologiques montrent que les cartilages témoin et
dégradé présentent le méme nombre de couches ayant des épaisseurs semblables pour chacune
d’entre elles. Seule la surface du cartilage dégradé est altérée. Ce résultat est bien en accord
avec I’expérience précédente qui a montré clairement que la perte en PG du cartilage
n’entraine pas de modification du signal rétrodiffusé. La surface est irréguliére et accidentée.
Certains faisceaux de fibres de collagéne formant la surface sont cassés et sont plus fins et
plus espacés que ceux du cartilage témoin. Ces modifications expliquent la diminution
importante de I’amplitude du signal ultrasonore réfléchi par la surface. D’autres études ont
décrit ce phénomene d’altération du réseau collagénique lors de la dégradation du cartilage par
la papaine [O'connor, 1984; Grevenstein, 1991]. Cette expérience semble indiquer que le
collagéne a une influence prépondérante sur le signal ultrasonore, tout au moins pour le signal
réfléchi par la surface articulaire et corrobore les travaux de Tdyrds qui montre que la
dégradation du cartilage par la collagénase, enzyme dégradant spécifiquement le collagene,

entraine une diminution du coefficient de réflexion.

CONCLUSION

Ces différentes expériences ont permis de montrer I’influence des principaux constituants
biochimiques du cartilage sur les signaux ultrasonores réfléchis par la surface articulaire et
rétrodiffusé par la matrice interne du cartilage. La déplétion des PG montre que ce constituant
n’a pas d’influence sur la réflexion par la surface articulaire et sur la rétrodiffusion apparente
par la matrice interne de 1’onde ultrasonore. L’étude sur la dégradation du réseau collagénique
suggere que le collagéne a une influence prépondérante sur la réflexion de I’onde. La
cinétique de digestion de la papaine étant difficilement contrélable et son mode d’action étant
non sélectif (dégradation des PG, puis du collageéne), il n’a pas été possible d’analyser
I’influence du collagene sur le signal échographique en dehors de la zone superficielle. Dans
le chapitre précédent, il a été montré comment les chondrocytes ne semblent pas influencer de
fagon prépondérante le signal rétrodiffusé par la matrice interne. Le collagéne est donc le
constituant biochimique du cartilage qui est responsable de la rétrodiffusion. Aussi dans le but
d’approfondir la compréhension de I’interaction des ultrasons avec le cartilage, nous
exposerons dans le chapitre suivant la mesure de nouveaux parametres ultrasonores, la
variation de I’atténuation des ultrasons en fonction de la fréquence et la célérité des ultrasons.

Ces ¢tudes ont fait I’objet d’une publication présentée a la suite du chapitre.
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Abstract - We have shown in a previous work that high
frequency quantitative backscatter ultrasound (US) was
sensitive to progressive changes related to various stages of
osteoarthritis (OA) and to normal development of rat
patellar cartilage. The goal of the current study was to
identify the cartilage matrix constituents that are
responsible for the changes in the echographic signal. To
this end, echographic signals from the cartilage were
explored after proteoglycan (PG) and collagen degradation
by hyaluronidase and papain enzymes. The patellar
cartilages of immature rats were degraded and examined in
vitro using a three-dimensional (3-D) 55 MHz backscatter
ultrasound scanner. B-scan images were correlated with
histologic images. For all the specimens US images of
control cartilages showed a hyperechoic internal structure
involving mainly the first two-thirds of the tissue and
consisting of the transitional and deep layers of the
cartilage. The backscattered signal from degraded cartilage
did not change when hyaluronidase has selectively
extracted an important part of the PGs during 6 hours.
Whereas the echographic signal from the cartilage surface
was significantly affected after  10-minute-papain
degradation which induced a first stage of collagen network
alteration. These preliminary results demonstrate that high
frequency ultrasound does not provide information about
variations in PG content but seems to be very sensitive to
changes in collagen fibrillar network.

INTRODUCTION

Articular cartilage is a highly specialized connective tissue,
mainly with regard to its physical properties. Its
degeneration is one of the predominant characteristics of
OA which is the most common joint disease in humans [1].
The articular cartilage contains relatively few cells
embedded in a large extracellular matrix rich in hydrophilic
PGs, collagen fibers and other matrix constituents. The
different components of the tissue are interrelated and
contribute to its structural integrity. The collagen fiber
characteristics and organization vary in the tissue. The PGs
are bound to the collagen fibers and occupy a volume
which is restricted by the collagenous fibrillar network in
which they are immobilized [2].

The cartilage structure is well suited to its required
mechanical function in the joint. The tissue morphology is
anisotropic and is composed of three main layers from the
surface to the subchondral bone. These layers are
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characterized by a heterogeneity in the concentration of the
cartilage principal constituents (PGs and collagen), in
collagen fiber orientation and in cell density and size.
During the maturation or under pathological process such
as OA the cartilage thickness and structure undergo a
progressive change. The structural modifications involve
mainly the PG and collagen content and the organization of
the cross-linked collagen fibrillar network. In particular,
during the cartilage development the fiber organization
changes, the collagen content increases while the PG
content and cellularity decrease. Under OA disease process
the PG content is reduced, the cells and collagen fibers are
highly altered and the collagen network is disorganized
[3,4].

A high resolution imaging technique is required for the non
invasive detection and quantitative assessment of early
stage of the cartilage alterations. We have shown in
previous studies performed on rat cartilage that high
frequency US can detect early cartilage lesions due to a
chemically induced OA and is also sensitive to changes
related to cartilage maturation. The method included
ultrasonic imaging and quantitative evaluation using
acoustic parameters (integrated reflection and apparent
integrated backscatter coefficients) [5,6]. In particular, we
have reported that integrated backscatter decreases with
age and increases during the progression of OA.

The purpose of the current study is to identify the matrix
constituents that are responsible for the variation of
ultrasound backscatter. To this end, the PGs and collagen
of rat patellar cartilage are selectively degraded using
specific enzymes. 3-D US exploration of the patellac was
performed using a 55 MHz acoustical microscope. US
images were compared to histologic images.

EXPERIMENTAL AND MEASUREMENT

PROCEDURE
1 - Degradation by enzymes

Hyaluronidase and papain enzymes were used.
Hyaluronidase selectively degrades the PGs whereas the
papain extracts the PGs at first then disorganizes and
destroys the collagen network. Six male wistar rats (130 g
in weight, 4-5 week-old) were studied: the patellae of 3 rats
were used for hyaluronidase degradation and the others
for papain degradation. For 5 rats of the group, the right
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patella of each rat was degraded while the left patella
served as a control. For one rat, both patellae were
degraded by hyaluronidase. Different times of degradation
were studied as described in the following table.

Hyaluronidase Papain
patellae patellae
left right left right
rat 1 ND* 2H rat 4 ND 15 min
rat 2 ND 6 H rat 5 ND 5 min
rat 3 6 H 2H rat 6 ND 10 min

Time of degradation.
® non degraded (control)

Protocol of degradation by hyaluronidase - The patellae of
rat 1, 2 and 3 were degraded in I ml of 0. M sodium
acetate in saline solution which contained 1000 U/ml of
hyaluronidase from bovine testes (2950 U/mg, pH = 5.11)
at 37°C. The patellae were washed in 30 ml of solution of
0.1 M sodium acetate and immersed for 2 minutes in
protease inhibitor solution.

Protocol of degradation by papain - The patellae of rat 4, 5
and 6 were degraded in 1 ml of papain solution which
contained 15 mg/ml (pH = 6.2) at 60°C. The patellae were
washed in 30 ml of buffer solution for 30 seconds and
immersed in 2 ml of protease inhibitor solution of papain
(mono-ioda-acetic acid) for 1 minute.

2 - Acquisition of ultrasonic data

After cartilage degradation, a 55 MHz Scanning
Backscatter Microscope was used to acquire ultrasonic
signal from the patellae. The system operates with a PYDF
125 MHz resonant frequency focused transducer which is
excited by a pulser receiver (Panametrics 5900 PR). The
spectrum of the generated US pulse is centered at 55 MHz
at focus (7.5mm). The -6 dB axial and lateral resolutions
are 20 microns and 65 microns, respectively. The radio
frequency (rf) signal backscattered by the tissue is

amplified and digitized at 400 MHz by a 8-bit digital
oscilloscope (Lecroy 9450A) and transferred to a PC
computer for image and data processing. For signal
acquisition, the ultrasound wave was focused beneath the
cartilage surface. The transducer scanned the sample in two
perpendicular directions using a micropositioning system
(Micro-controle, Newport) which has 1 micron resolution
step and was controlled by the PC. The patellae 5 mm by 2
mm in size were scanned with a 40 ym increment step so
that 3-D information on both cartilage and subchondral
bone was acquired. At each transducer position the rf signal
was time averaged to improve the signal to noise ratio and
transferred to the computer for the processing of B-mode
images.

3 - Histological preparation

ARer ultrasonic acquisition, the patellac were fixed in
formalin (12%) for 72 hours, then decalcified in EDTA for
7 to 10 days, embedded in paraffin and cut into 5 pm thick
slices. Cartilage sections were stained with Safranin-O and
Picrosirius red for the qualitative evaluation of PG and
collagen content, respectively. For the evaluation of
collagen network organization, the sections stained with
Picrosirius red were viewed with polarized light. The
histologic images were digitized using a 3 CCD camera (24
bits).

RESULTS

1 - Control patellae

55 MHz image of an immature rat patellar cartilage and its
corresponding histologic sections are shown in figure 1.
The B-scan image exhibited two hyperechoic bands which
delimit the cartilage surface and the cartilage-calcified
cartilage/bone interface. The cartilage interfaces are
separated by a hyperechoic internal structure involving
mainly the first two-thirds of the tissue. The cartilage
thickness is approximately 350 um.

Figure | : images of control patella

fa) 55 MHz B-scan image. The
articular surface is on the left side and
the cartilage bone interface is on the
right side.

(b) histologic section stained with
Safranin-O

section stained with
viewed with

(¢c) histologic
Picrosirius red and
polarized light
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Figure 2 : images of cartilage after 6-
hour- hyaluronidase degradation

(a) 35 MHz B-scan image

(b) histologic section stained with
Safranin-O

(¢) histologic section stained with
Picrosirius red and viewed with
polarized light

Histologic section stained with Safranin-O revealed three
zones which are characterized by cells (chondrocytes) of
different shape and size surrounded by a matrix of collagen
fibers and PGs. The Safranin-O staining appeared almost
homogeneous in the extracellular matrix. Histologic section
stained with Picrosirius red showed connective tissue in
polarized light and revealed the anisotropic structure of the
cartilage. The tissue consists of three layers demarcated by
collagen fibers of different patterns. The superficial zone or
the tangential layer occupies 5 to 10% of the cartilage
thickness. In this layer the polarization light was intense
and orange indicating a high density of collagen fibers
which are packed parallel to the surface. As indicated by
Safranin-O image the superficial layer contains a low
density of cells which have an ellipsoidal shape. In the
transitional layer which appears green in polarized light
and consists of 40% of the cartilage thickness the collagen
fibers have an alveolar organization. In this zone the cells
have a spherical shape and are randomly distributed. The
deep zone or radial layer (50 % of the cartilage thickness)
appeared almost dark indicating a low density of collagen
fibers. The fibers are oriented perpendicular to the articular
surface and surround the hypertrophic cells which are
grouped and occupy the most important volume of the
zone. It is important to notice that the maturation period of
the cartilage is characterized by an increased structural
anisotropy.

2 - Degradation by hyaluronidase

2 Hours - B-scan image of degraded patella showed that
cartilage thickness and echogenicity did not change after 2
hours of PG degradation. Safranin-O image exhibited a
decrease of the staining intensity in the most part of the
transitional layer. The cellularity was not altered. Polarized
light image revealed an intense transitional layer which
became orange.

6 Hours - Images of the cartilage obtained after 6-hour-
degradation are shown in figure 2. The backscattered signal
from the cartilage did not change and US image displayed
the same aspect than that of control. On Safranin-O image
the matrix was almost faded indicating a depletion of an
important part of the PGs while the cell density and size
were not modified, Histologic section visualized with
polarized light displayed an organized collagen fibrillar
network having an intense orange color. The change in the
staining intensity and in wavelength involved almost all the
cartilage. However, the orientation of collagen fibers was
not altered by the degradation. The increase of the staining
intensity and wavelength reveals a thickening of the
diameter of the collagen fibers due to the PG depletion. In
fact, Dayan ef al. have shown that polarization wavelength
of collagen fibers increases when the diameter of the fibers
increases [7].

3 - Degradation by papain

5 minutes - This time of papain degradation induced the
same results than 6-hour-hyaluronidase degradation. The
B-scan of degraded cartilage was similar to that of control.
Whereas Safranin-O image showed a faded matrix relative
to that of control indicating a depletion of PGs in the half
of the transitional layer. Polarized light image showed that
the staining of the transitional layer was orange and more
intense than that of control indicating an increase of the
collagen fiber diameter.

10 minutes - Echographic image (figure 3) showed a
discontinuous and less echoic cartilage surface while the
cartilage thickness and the echogenicity of its internal
structure were not changed. The cellularity in the tangential
and transitional layers displayed by the Safranin-O section
was similar to that of control cartilage. Image of collagen
network obtained with polarized light exhibited an intense
green color. The cartilage surface was discontinuous and
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Figure 3 : images of cartilage after 10-
minute- degradation by papain

(a) 50 MHz B-scan image

(b) histologic section stained with
Safranin-O

(c) histologic  section stained with
Picrosirius red and viewed with
polarized light

altered because the collagen fibers in the superficial layer
are thinner and fless tightly packed than those of control
cartilage. This demonstrates the first stage of the collagen
network alteration by the enzyme.

15 minutes - A loss of the most part of the cartilage was
observed on US image after 15 minutes of degradation and
was confirmed by histologic findings. Safranin-O image
showed a depletion of PGs in the remaining deep layer of
the cartilage.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The purpose of the current work was to determine the
components of immature cartilage that interacts with
backscattered ultrasound. Collagen and PGs which are the
main constituents of the tissue were selectively degraded by
specific enzymes, Hyaluronidase enzyme did not change
the backscatter ultrasound while histologic findings
revealed a loss of an important part of the PG content and
a consequent increase of collagen fiber diameter, however,
the fibrillar collagen network and the cellularity were not
modified. This suggests that US is not sensitive to PG
content neither to collagen fiber diameter which are of the
order of 2 pm and are very small compared to the
wavelength. [n fact, at 70 MHz which is the highest
frequency of the useful signal the wavelength is 22 pm.
With regard to the effect of papain, 5-minute-degradation
resulted in similar US and histologic changes than those
induced by 6-hour-hyaluronidase degradation. Whereas
after 10-minute-degradation, the enzyme induced a PG
depletion and started to alter the fibrillar collagen network
of the cartilage surface but the cellularity was not
modified. Thus, the local changes in the echographic signal
demonstrate that US does not provide information about
cellularity and PG content but is significantly affected by
changes in collagen fibers. A study performed on a larger
number of rats with lower doses of papain will be
conducted to confirm our findings. Nevertheless, this
original approach provides a better undetstanding of the
interaction between high frequency ultrasound and cartilage
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biochemical constituents. The current results suggest that
high resolution ultrasound could be used as a non
destructive alternative to provide valuable and local
information on collagen fibrillar network modifications and
may be very helpful for the quantitative evaluation of
pharmacological freatment eftects.
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INTRODUCTION

Nous avons vu dans le chapitre précédent que le collagéne semble étre le constituant
matriciel principal responsable de Uinteraction de 1’onde ultrasonore avec le tissu
cartilagineux. Dans le but d’approfondir la compréhension de cette interaction, nous exposons
maintenant I’étude de la variation en fréquence de ’atténuation et la célérité des ultrasons. En
raison de difficultés li¢es a la préparation des échantillons, il n’a pas ¢été possible d’effectuer
ces mesures dans une direction de propagation perpendiculaire a la surface du cartilage
comme pour 1’estimation de la rétrodiffusion. La mesure de I’atténuation et de la célérité est
réalisée par une méthode de transmission. Une telle orientation nécessite de séparer le
cartilage articulaire de 1’0os sous-chondral, ce qui ne peut-étre réalisé sans risque de
détérioration des échantillons et de la forme en selle de cheval. Nous avons donc opté pour
une exploration de sections de rotule coupées selon le plan sagittal. La direction du faisceau
ultrasonore est perpendiculaire au plan de coupe. Bien que cette solution ait comme
inconvénient une direction du faisceau ultrasonore différente de celle employée dans la
mesure des coefficients de réflexion et de rétrodiffusion, elle permet de réaliser une
cartographie des paramétres mesurés en fonction de la profondeur du cartilage (de la surface a

1’0s sous-chondral).

A. PROTOCOLE EXPERIMENTAL ET METHODES

1. Préparation des échantillons

L’¢étude a porté sur 12 rats répartis en deux groupes d’age, I’un au stade immature (6 rats de
150 g) et I’autre au stade mature (6 rats de 300 g). Une seule rotule par rat a été explorée.

Apres congélation des rotules, une section a été coupée au centre de la rotule, parallelement
au plan sagittal avec un microtome a congélation. L’épaisseur des coupes se situe entre

150 pm et 300 pm.
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Mesure (réflexion et rétrodiffusion)

Surface articulaire
Mesure (atténuation et vitesse)

Os sous-chondral

Surface articulaire : Os sous-chondral
. S R /
Plan sagittal
-——-> _+
\
Plans de coupe i
P >
150 2 300 um

Plaque d ’acier

Figure 1 : Schémas de coupe et de montage des échantillons pour I’exploration ultrasonore

2. Etude acoustique

Les rotules sont décongelées et placées dans le sérum physiologique. Avant I’exploration
ultrasonore, elles subissent une opération de dégazage a ’aide d’une pompe a vide. Une
plaque d’acier sert de référence. Nous avons utilisé la méthode de substitution.

Le manque de planéité des surfaces de coupe empéche les échantillons d’étre en contact avec
la plaque d’acier en chaque point de la surface. Dans les régions ou le contact fait défaut, la
distance entre le tissu et la plaque d’acier peut étre inférieure a la résolution axiale de la sonde.
Dans ce cas, le transducteur ne regoit qu’un seul signal provenant a la fois de la face arriere du
tissu et de la plaque d’acier. La déformation de ce signal empéche une estimation correcte des
paramétres de célérité et d’atténuation. Il est donc nécessaire de placer les coupes au-dessus de
la plaque d’acier.

Le transducteur est focalis¢ sur la plaque d’acier en présence du tissu. Le faisceau
ultrasonore de la sonde est perpendiculaire au plan de coupe de telle fagon que les différentes
couches du cartilage sont explorées indépendamment les unes des autres. La sonde balaie le

cartilage dans un plan paralléle au plan de coupe selon deux axes perpendiculaires, 'un et
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’autre étant respectivement paralléle et perpendiculaire a la surface articulaire. Dans la figure

suivante est représentée la zone de la coupe de tissu explorée par la sonde ultrasonore.

Os
Cartilage

Surface
Articulaire

Figure 2 : Schéma de balayage du transducteur

Cette zone représente un rectangle dont les dimensions sont de 700 pm le long de I’axe
perpendiculaire a la surface articulaire (axe de profondeur du cartilage) et de 800 pm le long
de I’axe paralléle a la surface articulaire avec des pas de balayage respectifs de 20 pm et de

50 um pour les axes perpendiculaire et parallele a la surface articulaire. Le cartilage est
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exploré sur I’ensemble de son épaisseur (de la surface articulaire a I’interface entre le cartilage
et I’os sous-chondral).

En chaque point du balayage, la ligne échographique acquise présente trois échos: les
signaux d’entrée et de sortie dans le tissu biologique et le signal réfléchi par la plaque d’acier
a travers le tissu comme le montre la figure 3. Afin de calculer correctement les parametres de
célérité et d’atténuation, aucun des trois échos n’est saturé. Mais la faible amplitude des deux
premiers échos ne permet pas de calculer avec précision la célérité des ultrasons dans le
cartilage. Dans le but de déterminer avec précision cette célérité, une deuxiéme acquisition est
réalisée en chaque point du balayage ou I’écho de la plaque d’acier est saturé comme le
montre la figure 4. Cette saturation permet d’enregistrer les échos d’entrée et de sortie du tissu
avec une plus grande dynamique. Un seul tir de référence est enregistré pour le calcul des

parametres.

ligne échographique (écho non staturé)
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Figure 3 : Ligne échographique dont I’écho de la plaque d’acier n’est pas saturé
(a : écho d’entrée dans le tissu, b : écho de sortie dans le tissu,

c : écho de la plaque d’acier a travers le tissu)
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ligne échographique (écho staturé)
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Figure 4 : Ligne échographique dont I’écho de la plaque d’acier est saturé
(a : écho d’entrée dans le tissu, b : écho de sortie dans le tissu,

c : écho de la plaque d’acier a travers le tissu)

Les parametres de célérité et d’atténuation sont estimés selon la méthode décrite dans le
second chapitre. Comme le coefficient de rétrodiffusion refléte le niveau d’énergie renvoyée
par la structure de ’intérieur du cartilage vers le transducteur, I’atténuation correspond a
I’énergie perdue par 1’onde ultrasonore lors de sa propagation a travers le tissu biologique.
Lors de nos expériences, nous avons remarqué que la variation de 1’atténuation en fonction de
la fréquence f varie selon une fonction de type (/) =a.f", avec n, ’exposant de la variation
en fréquence de I’atténuation. A partir de la courbe d’atténuation normalisée par 1’épaisseur
locale, sont calculés dans la bande de fréquence 38-68 MHz, deux paramétres définis dans le
deuxieme chapitre, le coefficient intégral d’atténuation CIA4 et I’exposant n. Le CIA représente
le niveau moyen d’énergie de I’atténuation dans une bande de fréquence déterminée et
I’exposant n peut étre relié a la taille des structures diffusantes si le phénomene de diffusion

est prédominant dans I’atténuation.

3. Etudes histologique et biochimigue

Les résultats des paramétres acoustiques sont comparés aux résultats histologiques et
biochimiques de 1’étude sur la maturation décrits dans le troisiéme chapitre (description des

images histologiques et mesure des contenus globaux en PG et en collagene).
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4. Statistiques

La variation des paramétres en fonction de la profondeur du cartilage est estimée par la
régression linéaire. Pour la comparaison des valeurs des parametres sont utilisés le Wilcoxon

Signed-Rank Test et Wilcoxon Rank-Sum Test. Tous les tests sont calculés avec un niveau

significatif oo = 0,05.
B. RESULTATS

1. Images paramétriques

a. Constructions des images

Les paramétres évalués sont représentés sous forme de cartographie et codés en niveau de
gris. Le niveau de gris et les coordonnées de chaque pixel de ces images correspondent
respectivement a la valeur du paramétre calculé et aux coordonnées du balayage acoustique du
tissu. Les figures 5, 6 et 7 montrent pour chacun des trois parametres les images
paramétriques d’un cartilage immature a gauche et d’un cartilage mature a droite. Sur les
images sont désignées en pointillé les limites indicatives entre le sérum physiologique et le
cartilage (S/C) et entre le cartilage et 1’0os sous-chondral (C/O). Les pixels représentés entre
deux limites correspondent a des positions du transducteur pour lesquelles toute la largeur du
faisceau ultrasonore traverse le cartilage. Nous avons aussi évité de prendre en compte les

acquisitions pour lesquelles le faisceau ultrasonore ne traverse qu’en partie le cartilage.
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b. Etude des images

célérité des ultrasons
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Figure 5 : Images paramétriques de la célérité des ultrasons

de cartilages immature (1593-1654 m.s™") et mature (1650-1699 m.s™")
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Figure 6 : Images paramétriques du coefficient intégral d’atténuation

de cartilages immature (5,3-12,8 dB/mm™") et mature (9,6-27,2 dB/mm™)
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exposant de la variation
en fréquence de Iatténuation

S/C C/O S/IC C/O
immature mature
Figure 7 : Images paramétriques de ’exposant de la variation en fréquence

de ’atténuation de cartilages immature (1,1-2,9) et mature (0,4-2,2)

A partir de la zone explorée, nous avons calculé un intervalle de variation de chaque
paramétre qui correspond a la moyenne sur chaque groupe d’age des valeurs minimales et
maximales des images paramétriques. Les valeurs de la célérité sont situées entre
1582+ 16m.s’ et 1690+45m.s”’ pour I’4ge immature et entre 1657+ 12 ms” et
1717+ 12 m.s™ pour 1’Age mature. Les valeurs du coefficient intégral d’atténuation sont
situées entre 3,9+2,1 dB/mm” et 14,1 +£2,9dB/mm™” pour I’dge immature et entre
12,4 +5,2 dB/mm™ et 34,5 + 4,2 dB/mm™" pour 1’dge mature. Les valeurs de I’exposant de la
variation en fréquence de I’atténuation sont situées entre 1,0 £0,5 et 3,4 £0,7 pour I’dge
immature et entre 0,6 £ 0,3 et 2,1 £ 0,4 pour I’age mature.

Sur les images, la zone de gauche correspond a I’ensemble des positions du transducteur ou
le faisceau ultrasonore se situe sur le bord du cartilage. Dans la zone de 1’0s sous-chondral, a
droite sur les images, les valeurs de la célérité et du coefficient intégral d’atténuation sont
généralement plus élevées que celles mesurées dans la zone du cartilage. Les limites entre les
zones sont difficiles a déterminer avec précision (de I’ordre du pixel) car la résolution latérale
est de 'ordre du quart ou du sixiéme de I’épaisseur du cartilage selon I’age des rats. Les
valeurs des paramétres dépendent essentiellement de leur position sur I’axe de profondeur du

cartilage et sont indépendantes de leur coordonnée selon 1’axe paralléle a la surface articulaire.
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2. Profils des paramétres en fonction de la profondeur

a. Elaboration des profils

Comme la valeur des parametres dépend uniquement de sa coordonnée selon I’axe de
profondeur, on peut donc construire un profil des paramétres qui correspond a la courbe de la
moyenne du parametre calculée selon 1’axe paralléle a la surface articulaire et qui est fonction
de la profondeur. Ci-dessous sont présentés, pour chacun des trois parametres, les profils
correspondant a la zone du cartilage des images paramétriques décrites précédemment. Dans

chaque cas on présente le profil d’un rat représentatif (Figures 8, 9 et 10).

b. Etude des profils

célérité des ultrasons en fonction de la profondeur célérité des ultrasons en fonction de la
(immature) profondeur (mature)
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Figure 8 : Variations de la célérité des ultrasons

en fonction de la profondeur de cartilages immature (p < 0,05) et mature (p > 0,05)

coefficient intégral d'atté nuation en fonction de la coefficient intégral d'atténuation en
profondeur (immature) fonction de la profondeur (mature)
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Figure 9 : Variations du coefficient intégral d’atténuation

en fonction de la profondeur de cartilages immature (p < 0,05) et mature (p > 0,05)
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exposant de la variation de I'atté nuation en fonction exposant de la variation de
de la profondeur (immature) I'atté nuation en fonction de la
profondeur (mature)
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Figure 10 : Variations de I’exposant de la variation en fréquence de ’atténuation

en fonction de l1a profondeur de cartilages immature (p > 0,05) et mature (p > 0,05)

Pour les rats immatures, la célérité et le coefficient intégral d’atténuation diminuent de fagon
significative en fonction de la profondeur (p < 0,05) alors que I’exposant de la variation en
fréquence de I’atténuation ne présente pas de tendance particuliére selon la profondeur
(p> 0,05). Pour les rats matures, les profils présentent un minimum pour la célérité et le
coefficient intégral d’atténuation et un maximum pour l’exposant de la variation de
1’atténuation.

La difficulté¢ de I’étude réside dans la détermination des points de chaque profil qui
correspondent au tissu cartilagineux. N’ayant pas a notre disposition une image optique de la
zone explorée, la détermination des limites du cartilage ne peut se faire que par I’é¢tude des
signaux échographiques. La limite entre deux tissus biologiques est repérée sur les lignes
¢chographiques par la déformation du signal engendrée par une déviation du faisceau
ultrasonore par I’interface entre les tissus biologiques. Cette déformation provoque des
valeurs trés élevées du coefficient intégral d’atténuation sous la forme de pics au sein des
images paramétriques. Ainsi un pic semblable situé au niveau de la surface articulaire permet
de repérer le début de la zone correspondant au cartilage sur les profils. En revanche, la
détermination de la limite entre le cartilage et 1’0s sous-chondral est plus difficile. En effet, les
coupes histologiques ne présentent pas de changements importants de structure, mais plutot
une modification progressive des tissus entre le cartilage et 1’0s. Les profils de célérité et du
coefficient intégral d’atténuation présentent une augmentation des parameétres en fonction de
la profondeur dans la zone proche de 1’os sous-chondral (a droite sur les profils). Cette
augmentation pourrait étre due au fait qu’une partie du faisceau ultrasonore traverse 1’os sous-

chondral. Si 1’on rejette des points correspondant 4 cette augmentation, les profils présentés
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ci-dessus sont constitués de 10 points pour le rat immature et de 4 points pour le rat mature.
Les zones explorées par les ultrasons correspondant a ces profils sont larges de 265 um pour
I’dge immature et de 145 um pour 1’dge mature. En moyenne sur I’ensemble des rats, les
zones sont larges de 270 um pour 1’4ge immature et de 130 um pour 1’4ge mature. Or, les
¢épaisseurs du cartilage (de la surface articulaire a 1’0s sous-chondral) mesurées en histologie
sont en moyenne de 390 um pour I’dge immature et de 225 um pour 1’age mature. En
revanche, si I’on inclut les points correspondant a 1’augmentation situés dans la zone proche
de I’os sous-chondral, les zones correspondant aux profils sont larges en moyenne de 305 pm
pour 1’age immature et de 190 um pour 1’dge mature. L’inclusion des points permet donc
d’obtenir une meilleure adéquation entre la largeur de la zone explorée par les ultrasons et

I’épaisseur du cartilage mesurée sur les coupes histologiques.

3. Estimation des moyennes des parametres a partir des profils

a. Principe de mesure

Compte tenu de la résolution latérale du transducteur (65 pm), il est difficile d’évaluer la
valeur des paramétres pour les différentes couches: la couche superficielle du cartilage
immature, épaisse de 20 um environ et les couches superficielle, transitionnelle et
hypertrophique du cartilage mature dont les épaisseurs sont respectivement de 20 pm, 45 pm
et 25 um environ. Néanmoins, les couches transitionnelle et hypertrophique du cartilage
immature et la couche radiale du cartilage mature sont suffisamment épaisses (respectivement
de 140 pm, 230 pm et 150 um environ) pour que nous puissions évaluer la valeur moyenne
des paramétres correspondant & ces zones.

Chez le rat mature, I’ensemble des couches superficielle et transitionnelle présente une
épaisseur de 65 pm environ et correspond donc a la taille de la résolution latérale. Par ailleurs,
I’onde ultrasonore étant proche de la surface articulaire, le signal ultrasonore peut étre
déformé de fagon significative. Le manque de précision des limites du cartilage et la proximité
de la surface articulaire empéchent de déterminer la partie du profil correspondant a cet
ensemble. Bien que 1’épaisseur de la couche radiale du cartilage mature ne représente que
65 % de I’épaisseur du cartilage et non sa totalité, la moyenne des paramétres calculée sur
I’ensemble du profil caractérise principalement la couche radiale du cartilage mature.

Pour le rat immature, les épaisseurs des couches transitionnelle et hypertrophique sont bien

supérieures a la résolution latérale. La couche superficielle étant trop fine pour étre discernée,
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les ultrasons caractérisent deux zones au sein du cartilage, la couche hypertrophique et un
ensemble composé des couches superficielle et transitionnelle dont les épaisseurs représentent
respectivement 60 % et 40 % de I’épaisseur du cartilage. Les moyennes des parametres sur
chaque moitié du profil donne une estimation des valeurs du paramétre correspondant a
chacune de ces zones. Pour le rat immature, la moyenne des paramétres est calculée sur
I’ensemble du profil et sur chacune de ses moitiés.

Dans les graphes suivants sont représentées les variations des trois paramétres selon la
profondeur pour le cartilage immature (a gauche) et selon I’age (a droite). Pour le cartilage
immature, les zones 1 et 2 désignent respectivement les moitiés proches de la surface et de
I’0s sous-chondral.

Pour la comparaison des moyennes calculées sur les zones 1 et 2 du profil des cartilages
immatures est utilisé un test pour valeurs appariées. Pour la comparaison des moyennes
calculées sur I’ensemble du profil des cartilages matures et sur une partie (zone 1 ou 2) ou

I’ensemble du profil des cartilages immatures est utilisé un test pour variables non appariées.
b. Valeurs des paramétres

(1) Célérité
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Figure 11 : Variation de la célérité de propagation des ultrasons en fonction de la
profondeur chez le rat immature (p < 0,05) a gauche

et en fonction de I’dge (p < 0,05) a droite

En fonction de I’age, la célérité moyenne sur la totalité¢ de 1’épaisseur du cartilage augmente
de fagon significative (p <0,05). Les valeurs moyennes de la célérité sur 1’ensemble du

cartilage sont de 1640+ 15 m.s™ pour le cartilage immature et de 1690 + 11 m.s™ pour le
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cartilage mature. Chez le rat immature, la célérité diminue en fonction de la profondeur de
fagon significative (p <0,05). Les valeurs moyennes de la célérité des ultrasons sont
respectivement pour les zones 1 et 2 de 1650 + 18 m.s™ et de 1630 + 14 m.s™". Entre 1’une des
deux zones 1 et 2 et I’ensemble du cartilage mature, le test statistique indique que les valeurs

de la célérité sont significativement différentes (p < 0,05).

(2) Coefficient intégral d’atténuation
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Figure 12 : Variation du coefficient intégral d’atténuation
en fonction de la profondeur chez le rat immature (p < 0,05) a gauche

et en fonction de I’age (p < 0,05) a droite

En fonction de I’age, le coefficient intégral d’atténuation moyen sur la totalité de I’épaisseur
du cartilage augmente de facon significative (p < 0,05). Les valeurs moyennes du coefficient
intégral d’atténuation sur I’ensemble du cartilage sont de 7,3 £1,7 dB/mm™" pour le cartilage
immature et de 19,9 +4,8 dB/mm™ pour le cartilage mature. Chez le rat immature, le
coefficient intégral d’atténuation diminue en fonction de la profondeur de fagon significative
(p <0,05). Les valeurs moyennes du coefficient intégral d’atténuation sont respectivement
pour les zones 1 et 2 de 9,0+ 1,6 dB/mm™ et de 5,8+ 1,8 dB/mm™. Entre I’une des deux
zones 1 et 2 et I’ensemble du cartilage mature, le test statistique indique que les valeurs du

coefficient intégral d’atténuation sont significativement différentes (p < 0,05).
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(3) Exposant de la variation en fréquence de I'atténuation
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Figure 13 : Variation de ’exposant de la variation en fréquence de ’atténuation
en fonction de la profondeur chez le rat immature (p > 0,05) a gauche

et en fonction de I’age (p < 0,05) a droite

En fonction de 1’age, I’exposant de la variation en fréquence de I’atténuation sur la totalité
de I’épaisseur du cartilage diminue de fagon significative (p < 0,05). Les valeurs moyennes de
’exposant sont de 2,6 £0,5 pour le cartilage immature et de 1,4+0,2 pour le cartilage
mature. Chez le rat immature, I’exposant ne varie pas en fonction de la profondeur de fagon
significative (p > 0,05). Les valeurs moyennes sont respectivement pour les zones 1 et 2 de
2,7 +0,6 et de 2,5 £0,5. Entre ’une des deux zones 1 et 2 et I’ensemble du cartilage mature,
le test statistique indique que les valeurs de 1’exposant sont significativement différentes

(p < 0,05).

C. DISCUSSION

Trois constituants biochimiques, les chondrocytes, le collagene et les PG, sont capables
d’influencer la propagation des ultrasons et étre a 1’origine des modifications des parametres
acoustiques.

Le collagéne est caractérisé par quatre paramétres : son type, sa concentration, 1’orientation
et le diamétre des fibres. Les chondrocytes et les PG sont caractérisés par deux parametres :

leur taille et leur part relative dans le tissu cartilagineux.

En ce qui concerne ’orientation des fibres de collagéne, le tir ultrasonore est perpendiculaire

au plan de coupe des échantillons et I’orientation des fibres est située globalement dans le plan
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de coupe. Les fibres sont donc globalement perpendiculaires au tir ultrasonore en chaque point
du balayage pour ’ensemble des échantillons. Dans le cadre de notre étude, 1’orientation des
fibres de collagene représente certainement une part mineure des variations des paramétres

mesurés.

En ce qui concerne le type du collagene, le collagéne de type II représente, en quantité, 90 %
du collagéne du cartilage a 1’état mature [Miller, 1969]. Pour le stade immature, d’apres
I’étude sur la maturation du cartilage chez le lapin par Bland et Ashhurst [Bland, 1996], le
type II est déja présent partout au sein d’un cartilage dont les caractéristiques correspondent a
celles d’un cartilage immature de notre étude. Le taux de collagéne de type Il semble étre
prépondérant dans chacune des couches du cartilage pour les deux stades immature et mature
de notre étude. Le type du collagéne ne peut donc pas étre responsable des variations des

parametres mesures.

Comme orientation des fibres de collagéne et le type de collageéne ne peuvent pas expliquer
les variations des parametres, seules la part relative et/ou la taille des différents constituants

biochimiques peuvent étre a 1’origine de ces changements.

En ce qui concerne la concentration du collagéne, un certain nombre d’auteurs ont montré
que le contenu en collagéne a une influence sur la célérité et 1’énergie atténuée dans les tissus
biologiques riches en collagéne aussi bien a basse fréquence [O'brien, 1976] qu’a haute
fréquence [Moran, 1995; Ye, 1995]. Dans nos travaux, les coupes colorées au rouge sirius
montrent que le contenu en collagéne diminue en fonction de la profondeur chez le rat
immature. Le contenu en collagéne chez le rat immature varie donc dans le méme sens que la
célérité et le coefficient intégral d’atténuation en fonction de la profondeur. Les résultats
biochimiques indiquent que ce contenu augmente lors de la maturation. Le contenu en
collagéne varie donc dans le méme sens que le coefficient intégral d’atténuation et la célérité
des ultrasons lors de la maturation. Ces résultats suggerent une influence prépondérante du

contenu en collagéne sur les variations de la célérité et de 1’énergie atténuée.

L’expression de ’atténuation ultrasonore dans les tissus biologiques peut étre décomposée
en deux termes, les fonctions d’absorption et de diffusion [Pohlammer, 1981]. Ce deuxiéme

terme englobe alors les fonctions de réflexion, de réfraction et de diffraction. L’absorption
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ultrasonore varie en fonction de la fréquence selon une loi plus ou moins linéaire [Goss,

1979]. Sehgal et Greenleaf ont montré que 1’atténuation due a la diffusion varie en fonction de
la fréquence selon une fonction de type o.(f)=a.f", ou n I’exposant de la dépendance en

fréquence varie entre 0 et 4 lorsque la taille des diffuseurs diminue par rapport a la longueur
d’onde [Sehgal, 1984]. Dans notre étude, I’exposant de la variation de I’atténuation présente
des valeurs bien supérieures a 1’unité, notamment pour ’4ge immature. C’est pourquoi, on
peut considérer que l’atténuation mesurée dans notre étude est principalement due & un
phénomene de diffusion dii aux fibres de collagéne dont le diamétre est petit devant la
longueur d’onde. Dans nos travaux, les coupes colorées au rouge sirius et observées en
lumiere polarisée montrent que la polarisation s’intensifie au cours de la maturation reflétant
un épaississement des faisceaux de fibres de collagéne. Cet épaississement corrobore la
diminution de I’exposant de la variation en fréquence de 1’atténuation lors de la maturation.
Nos résultats sont en accord avec plusieurs études publiées précédemment qui montrent une
influence prépondérante du collagéne sur I’atténuation et la célérité. Agemura a montré chez
le beeuf a 100 MHz que la célérité et 1’atténuation sont influencées respectivement par
I’orientation des fibres de collagéne et par la présence de cross-link entre les fibres de
collagéne [Agemura, 1990]. Dans ses travaux, la célérité est plus importante pour des fibres
orientées perpendiculairement au faisceau ultrasonore par rapport a des fibres orientées
parallelement et 1’atténuation augmente avec la rupture des cross-link. Dans des études chez le
beeuf & 22 MHz, Toyrés indique qu’entre un cartilage témoin et un cartilage dégradé par la
collagénase, enzyme dégradant spécifiquement le collagéne, seule la célérité des ultrasons est
significativement différente contrairement a 1’atténuation [T6yras, 1999].

Notons que la rétrodiffusion par la matrice interne mesurée en mode échographique, lorsque
I’onde se propage de la surface articulaire vers 1’os sous-chondral, n’a pas montré clairement
une variation en fonction de la fréquence avec un exposant de variation supérieur a I’unité. La
non concordance de nos résultats semble provenir du fait que ’orientation des fibres de
collagéne par rapport a I’onde ultrasonore est différente. Dans le troisiéme chapitre, nous
avons vu que, dans la zone de mesure de rétrodiffusion, les fibres de collagéne sont, soit en
arcades et obliques a 45° (couche transitionnelle), soit paralléles au faisceau ultrasonore
(couche radiale) pour 1’4ge mature. La situation est différente pour 1’dge immature : la zone de
mesure se situe dans la couche transitionnelle ou les fibres de collagéne sont globalement
perpendiculaires au faisceau ultrasonore, mais certaines peuvent former des arcades comme

dans le cas mature. Nous avons tout de méme remarqué que, lorsque ’onde se propage
bl



Chapitre V : Caractérisation par la célérité et 1’atténuation 108

perpendiculairement aux fibres de collagene, la rétrodiffusion présente une plus forte variation

en fonction de la fréquence.

En ce qui concerne les chondrocytes, les coupes colorées au bleu de toluidine indiquent
qu’entre les couches transitionnelle et hypertrophique chez le rat immature, la part relative des
cellules augmente de fagon importante en fonction de la profondeur, alors que le coefficient
intégral d’atténuation et la célérité des ultrasons diminuent respectivement de 36 % et de
1,2 %. Entre les couches transitionnelle du cartilage immature et radiale du cartilage mature,
la part relative des cellules se modifie peu alors que le coefficient intégral d’atténuation et la
celérité des ultrasons augmentent respectivement de 120 % et de 2,4 %. Les variations des
deux parametres acoustiques ne correspondent pas aux variations de la part relative des
cellules. Par ailleurs, la taille des cellules augmente en fonction de la profondeur entre les
couches alvéolaire et hypertrophique du cartilage immature alors que l’exposant de la
variation en fréquence de 1’atténuation ne varie pas de facon significative. Entre les couches
hypertrophique du cartilage immature et radiale du cartilage mature, la taille des cellules et
I’exposant diminuent alors qu’ils devraient évoluer en sens inverse si I’on considére les
cellules comme diffuseur. La taille des cellules ne peut pas étre responsable des variations de
I’exposant. Ces résultats semblent indiquer que les cellules n’ont pas une influence

significative sur les paramétres ultrasonores.

En ce qui concerne les protéoglycanes, les coupes colorées au bleu de toluidine montrent que
le contenu en PG augmente en fonction de la profondeur chez le rat immature. Les résultats
biochimiques indiquent que ce contenu diminue lors de la maturation. Il varie donc en sens
opposé par rapport au coefficient intégral d’atténuation et a la célérité des ultrasons aussi bien
lors de la maturation qu’en fonction de la profondeur chez le rat immature. En ce qui concerne
la taille des PG, certains auteurs [Inerot, 1983; Zirn, 1984; Thonar, 1986] rapportent que la
taille des PG décroit au cours de la maturation. L’exposant de la variation de I’atténuation
diminue également en fonction de I’Age alors qu’il devrait augmenter si 1’on considére les PG
comme diffuseur. Ces résultats indiquent que les PG ne semblent pas étre responsables des
variations des parameétres d’atténuation et de célérité et sont en accord avec les travaux de
Toyrds 4 22 MHz chez le beeuf. En effet, il est montré que ni atténuation ni la célérité des
ultrasons ne sont influencées par les PG lors de la dégradation du cartilage par la

chondroitinase ABC, enzyme dégradant spécifiquement les PG [Toyrés, 1999].
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CONCLUSION

La mesure des parametres d’atténuation et de célérité perpendiculairement au plan sagittal de
la rotule a permis d’étudier I’influence de différentes couches décrites au sein du cartilage sur
les parametres acoustiques chez le rat immature et mature. Mais la résolution latérale du
transducteur ne permet pas de caractériser chacune des couches du cartilage, notamment chez
le rat mature. Néanmoins, les différents parametres acoustiques ont permis de caractériser la
maturation. La confrontation aux résultats biochimiques et histologiques conforte 1’hypothése
de I’influence prépondérante du collagene sur la propagation de ’onde ultrasonore dans le
cartilage articulaire chez le rat. Les variations de la célérité et du CIA refletent celle de la
concentration en collageéne et la variation de I’exposant est liée a celle des fibres de collagene.
Nos résultats confirment ceux obtenus au chapitre précédent, a savoir que les PG ne semblent
pas influencer la propagation de 1’onde ultrasonore de haute fréquence dans le cartilage.

Cette étude a fait I’objet d’une publication présentée a la suite du chapitre.
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Abstract - In order to determine the influence of cartilage
structural changes on high frequency ultrasound
propagation, speed of sound and the frequency variation of
attenuation in the 28-70 MHz bandwidth were estimated in
immature and mature cartilage of rat patellae. Frozen
patellae were cut in the sagittal direction perpendicular to
the articular surface and the different layers of the cartilage
sections were explored using a 55 MHz backscatter
ultrasound microscope. At each scan position, the speed of
sound and attenuation coefficient were estimated using
substitution method. For immature cartilage, acoustic
parameters decreased significantly (p<0.05) from the
articular surface to the chondral/bone interface. The
parameter mean values averaged over the entire depth of
the tissue were significantly lower than those measured in
mature cartilage (p<0.05). Correlation with histologic
images showed that acoustic parameters are markedly
influenced by changes in the collagen fibril density.

INTRODUCTION

Articular cartilage is a highly specialized connective
tissue which contains relatively few cells embedded in a
large extracellular matrix rich in proteoglycans, collagen
fibers and other proteins that contribute to the tissue
structural integrity. The tissue is composed of three main
layers characterized by a heterogeneity in cell density,
concentration of biochemical constituents and collagen
fibril orientation. The degeneration of articular cartilage
is one of the predominant characteristics of osteoarthritis
(OA) which is the most common joint disease in humans
[1]. We have previously demonstrated that 50 MHz
ultrasonography coupled with tissue characterization is
very sensitive to subtle structural changes induced by a
model of OA in rat patellae [2]. The understanding of the
physical mechanisms that underly the interaction between
high frequency ultrasound (US) propagation and cartilage
structure is of a great interest for clinical considerations.
Agemura el al reported that attenuation coefficient and
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speed of sound estimated at 100 MHz in cartilage of adult
steers are most influenced by the disruption of
intermolecular cross links of collagen and collagen fiber
orientation, respectively [3]. Our group reported that
apparent integrated backscatter estimated in the 35-70
MHz frequency range is more likely related to changes in
collagen fiber orientation of rat patellar cartilage
occurring during maturation [4].

The current study assesses the contribution of collagen to
the propagation parameters of high frequency US during
cartilage maturation. Speed of sound and the frequency
dependence of attenuation were estimated in immature
and mature cartilage. US data were correlated to
histologic findings.

MATERIALS AND METHODS

1 - Tissue processing

Cartilage maturation is characterized mainly by tissue
thinning, a decrease of the proteoglycan content, an
increase of the collagen content and changes in the
collagen fibril network organization [5]. The maturation
is a reproducible and well described process that can be
used as an ideal model of cartilage structural
modifications.

Twelve patellae taken from immature and mature male
wistar rats were explored. Two series of rats were
studied : immature rats (n=6, 150 g in weight, 5-week-
old) and mature rats (n=6, 300 g in weight, 10-week-old).
The patellae were deep-frozen and sectioned in their
central part, perpendicular to the articular surface in a
direction parallel to the sagittal plane using a sliding
cryomicrotome (HM 440 E, Microm France). The mean
section thickness was approximately 150 pm and 300 pm
for immature and mature cartilages, respectively.

2 - Ultrasonic data acquisition

The patellar sections were explored using a 60 MHz
scanning backscatter microscope. The system operates
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with a 125 MHz nominal resonant frequency focused
transducer (Toray PT125, 3mm diameter, 7.5 mm focal
length). The transducer was excited by a 200 MHz
bandwidth pulser-receiver (Panametrics 5900 PR). The
spectrum of the US pulse generated at focus was centered
at 55 MHz and the -6 dB axial and lateral resolutions
were approximately 25 pm and 65 pm, respectively. For
data acquisition, each patella section was placed on a
perfect plane reflector (steel plate) in a water tank filled
with saline solution. The ultrasound beam focused on the
steel plate and the transducer scanned the sample in X
and Y directions parallel to the sagittal plane so that the
different layers of the cartilage were individually
insonified. The transducer displacement intervals were 50
nm in the sagittal direction and 20 pm in the transverse or
depth direction i.e. from the articutar surface to the
cartilage bone interface (stepper motors, Micro-controle,
Newport). The radio frequency signal reflected by the steel
plate and the cartilage interfaces were digitized at 400
MHz (8-bit digital oscilloscope, Lecroy 9450A).

3 - Estimation of acoustic parameters

At each scan position, the speed of sound and attenuation
coefficient were estimated using substitution method [6).

steel plate

-
I

tissue
t;

Fig. | : A-scan lines showing the echoes used for the
calculation of acoustic parameters.

Speed of sound - The speed of sound in cartilage ¢, and
the cartilage section thickness d, were calculated using
the following relations:

-t
c,=c¢x[l+ ' z]

la—Hh

d, =cy X[, =1,)+ (2, ~1)]/2

where (;are the arrival times of the different echoes: (1) is
from saline/steel interface, (t;) is from the saline/steel
interface with cartilage interposed, (t3) is from the
saline/cartilage interface, (&) is from cantilage/saline
interface and ¢y is the speed of sound in saline.
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Attenuation - The frequency variation of the attenuation
coefficient was determined from the power transfer
function between the echoes from the steel plate with and
without the castilage section interposed using the spectral
difference approach. The frequency variation of the
attenuation was linear between 28 MHz and 70 MHz,
Thus, the normalized attenuvation coefficient in
dB/mm/MHz was calculated from the slope of the log-
spectral difference over the 28-70 MHz bandwidth,

a(f)=10x Log[S(t,,f)/ S(t,, )1/ 2d,

4 - Statistics

For each parameter, the Wilcoxon signed-rank tests for
two-sampled and paired data were performed to evaluate
the significance of the parameter variations within the
cartilage samples and between the two sample groups. A
level of significance o = 0.05 was used (NCSS 2000
software, NCSS, Utah, USA).

RESULTS

Acoustic parameters - Images of speed of sound and
attenuation coefficient were reconstructed (17 x 36 pixels
i.e. 850 pm x 720 pm).

The variations of speed of sound and attenuvation
coefficient as a function of the cartilage depth were
estimated by averaging the parameter values over 17
pixels i.e. 850 pm in the sagittal direction e.g. parallel to
the articular surface (fig. 2). For immature rats, speed of
sound and attenuation coefficient decreased as a function
of the cartilage depth.
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Fig. 2 ; Variation from the articular surface (S/C) to the
cartiluge/bone interface (CIB) of acoustic parameters in
immature (a,c) and mature (b,d) cartilages.



The slope of a linear fit between acoustic parameters and
cartilage depth were calculated for all the immature
cartilages. The mean slope and the standard deviation for
speed of sound was (0.15 £ 0.05) m/s per um depth
(R=0.89), and for attenuation coefficient it was (1.34 +
0.62)10° dB/mm/MHz per pm depth (R=0.94). For
mature rats, the parameter mean values did not show a
clear variation trend from the articular surface to the
cartilage/bone interface,

Comparison with histologic images - Figure 3 displays
histologic sections of immature and mature cartilages
obtained in the sagittal plane of the patellae, The images
show the change in collagen fiber orientation as a
function of the tissue maturation. Immature cartilage
(approximately 400 pm thick) consists of three layers
demarcated by collagen fibers of different patterns. The
superficial or tangential layer occupies S to 10% (40 pm)
of the cartilage thickness and contains a high density of
collagen fibers which are packed parallel to the articular
surface. In the transitional layer (40% of the cartilage
thickness, 160 pm) the collagen fibers have an alveolar
organization and a middle density. The deep zone or
hypertrophic layer (50 % of the cartilage thickness, 200
pm) appears almost dark indicating a low density of
collagen fibers which are oriented perpendicular to the
articular surface,

Fig. 3 : Histologic sections of immature (left) and mature
(right) cartilages stained with Picrosirius red and viewed
with polarized light microscopy.

In mature cartilage which is approximately 290 pm thick,
the transitional and hypertrophic layers are thinner and
occupy 18% and 10 % of the cartilage thickness,
respectively. The transitional layer remains dark because
the collagen fibers are arching. Between these two layers
appears the radial layer (68 % of the cartilage thickness,
200 pm) in which the collagen fibers are thick, densely
packed and oriented perpendicular to the articular surface.
For correlation with histologic findings, Table [ reports
the mean values and the standard deviations of speed of

sound and attenuation coefficient measured in regions that
should correspond to the transitional and deep layers of
immature cartilage, and to the deep layer of mature
cartilage. Note that the transitional layer of mature
cartilage could not be individually insonified since its
thickness was under the lateral resolution of our US
system.

For immature cartilage, the difference between the
parameter mean values measured in the two zones of the
tissue was significant (p<0.05) and was of 1.2% and 50 %
for speed of sound and attenuation coefficient,
respectively.

The parameter mean values averaged over the entire depth
of mature cartilage were significantly higher (p<0.03)
than those obtained in immature cartilage. The variations
were approximately 3 % and 64 % for speed of sound and
altenuation, respectively

Table 2 summarizes the influence of collagen fiber
characteristics on acoustic parameters. It appears that
speed of sound and attenuation coefficient increase as a
function of the density of collagen fibers,

Cart. Immature Mature

Zone | Trans. Deep Whole Whole
G 1650£16 | 1630£14 | 1640£15 | 1690£10
o.  |0.33%0.04 ]0.17£0.05 [0.25£0.03 |0.41+0.12

Table 1: Mean values of acoustic parameters in cartilage
groups. (¢, is in mis, o isin dBIMHzlmm).

Collagen fiber Acoustic
characteristics parameters

Cartilage | Zone | D | Orientation | c o

Immature | deep | + across + +
Immature | trans. | ++ | along/across | ++ | ++
Mature | whole | +++ ACTrosS +++ | 44

Table 2 : Correlation of US parameters with collagen.

D: density, + : low, ++ : middle, +++ : high. Across,
alonglacross refer to the sound beam direction relative to
the fibril axis orientation.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

In the current study, a high resolution estimation of speed
of sound and attenuation coefficient variations was
performed throughout articular cartilage as a function of
the tissue structural changes during maturation. In
immature cartilage, acoustic parameters decreased
steadily but significantly from the articular surface to the
cartilage/bone interface. In mature cartilage, speed of
sound and attenuation coefficient did not significantly
change. However, their values estimated within the whole
depth of the tissue were significantly higher than those
measured within the whole depth of immature cartilage.
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These findings indicate that speed of sound and
attenuation coefficient are sensitive to cartilage structural
changes. Modifications of the collagen fiber density
occurring throughout immature cartilage as well as during
the tissue maturation are most likely related by the major
part of acoustic parameter variations. This finding is in
goud agreement with results reported on the marked
influence of collagen on attenuation coefficient and speed
of sound (8], [9].

Although the lateral resolution of our system did not
permit to discriminaie the three main layers of the
cartilage, our results demonstrated a significant difference
between the mean values of acoustic parameters measured
in the transitional and deep zones of immature cartilage.
Agemura et al {3] have shown that speed of sound relates
changes in collagen fiber orientation in adult steer
cartilage. In our study, the effect of the tissue anisotropy
may slightly affect the ultrasound wave propagation but
cannot be determinant in acoustic parameter variations
since the modification of the collagen fiber orientation
was in a plane orthogonal to the US beam propagation
axis (the fibers were across and/or along/across the US
beam axis),

In normal cartilage, the proteoglycan content decreases
from the articular surface to the cartilage bone interface
and also decreases during the tissue maturation. The
variation of this biochemical content cannot be related by
the speed of sound and attenuation coefficient and current
results confirm those previously reported by our group
7).

Our approach provides a better understanding of the role
of articular cartilage structure in the propagation
properties of high frequency ultrasound. Further studies
are necessary to elucidate the effect of the collagen type in
ultrasound propagation which has been shown to vary
throughout the cartilage and during the tissue maturation
[5]. Nevertheless, current results suggest that high
resolution ultrasound could be used as a non destructive
alternative to provide valuable and local information on
collagen fibrillar network modifications and may be very
helpful for the quantitative evaluation of pharmacological
treatment effects.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Des travaux antérieurs de notre équipe ont montré la capacité de 1’échographie de haute
fréquence de détecter les 1ésions précoces et locales au sein du cartilage articulaire dans un
modele d’arthrose expérimentale induite par le mono-iodo-acétate dans le genou de rat. La
caractérisation tissulaire au moyen de parametres acoustiques (coefficients de réflexion et de
rétrodiffusion) a permis la quantification des modifications structurales et biochimiques du
cartilage. L’objectif des travaux exposés dans cette thése est de mieux comprendre
I’interaction de I’onde ultrasonore avec le tissu cartilagineux. Nous avons étudi¢ le cartilage a
différentes étapes de sa maturation et au cours de processus sélectifs de dégradation, afin de

déterminer ’influence de ses différents constituants biochimiques sur le signal ultrasonore.

En premier lieu, nous avons étudié la maturation, processus naturel, reproductible et bien
connu de modifications structurales et biochimiques du cartilage. La modification de
P’échogénicité de la matrice interne sur les images échographiques et du coefficient de
rétrodiffusion nous ont amené a supposer que le collagéne et les protéoglycanes sont des
constituants biochimiques responsables des modifications du signal rétrodiffusé. L’orientation
des fibres de collageéne semble jouer un rdle important. Dans un deuxiéme temps, nous avons
voulu déterminer I’influence des protéoglycanes sur la propagation des ultrasons en dégradant
spécifiquement les constituants non collagéniques du cartilage. La dégradation par la
hyaluronidase du cartilage a permis de montrer que les PG n’influencent ni la réflexion a la
surface, ni la rétrodiffusion. La difficulté de la mise au point d’une dégradation spécifique et
reproductible du réseau collagénique chez le rat n’a pas permis de confirmer directement
I’influence prépondérante du collagéne dans la propagation de 1’onde ultrasonore. Néanmoins,
les tests préliminaires sur la dégradation du cartilage par la papaine suggere 1’influence
prépondérante du collagéne, notamment au niveau de la réflexion a la surface. En ce qui
concerne la rétrodiffusion, nos études sur la maturation et la dégradation par la hyaluronidase
confortent la contribution prépondérante du collagene et tout particulicrement de 1’orientation
des fibres du réseau collagénique aux variations de ce paramétre. Dans une troisiéme étude,
I’estimation des paramétres d’atténuation et de célérité des ultrasons a permis de confirmer
I’hypothése de P’influence du collagéne et de préciser son rble dans la propagation des

ultrasons. En effet, la variation du contenu en collagéne semble étre responsable de la
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variation de la célérité et du coefficient d’atténuation dans le tissu cartilagineux. De méme, la
diminution de I’exposant de la variation en fréquence est liée a ’augmentation du diamétre
des fibres de collagene. Cette derniere expérience a également montré que les variations du
contenu en protéoglycane ne sont pas mises en évidence par les variations des parametres de
célérité et d’atténuation.

Le rat se révele étre un modele expérimental trés largement étudi€ tant pour la caractérisation
du cartilage que pour la recherche et 1’évaluation de 1’effet des thérapeutiques. Néanmoins, les
investigations réalisées au cours des études présentées ont été limitées principalement par la
taille des échantillons. Etant donné la faible épaisseur du cartilage chez le rat, les couches du
cartilage sont de quelques ordres de grandeur de la résolution du transducteur.

Il nous a été donc difficile de caractériser les différentes couches par les parameétres de
rétrodiffusion, d’atténuation et de célérité. De méme, il n’a pas été possible de mettre en
¢évidence I’influence du diamétre des fibres de collagéne sur la variation en fréquence de la
rétrodiffusion, du contenu et de ’orientation des fibres de collagéne sur 1’atténuation et la
célérité. Pour la rétrodiffusion, I’influence du contenu local en collagéne n’a pas pu étre mise
directement en évidence, probablement parce qu’elle a été masquée par le changement

important de [’orientation des fibres de collagéne dans la zone de mesure.

Pour répondre a ces interrogations, deux solutions s’offrent 4 nous,

(1) Pétude du cartilage chez un animal différent dont 1’épaisseur est plus importante, de
I’ordre de quelques millimétres

(2) ’exploration du cartilage de rat a une fréquence plus élevée. Dans ce sens, il est envisagé
au moyen d’un microscope acoustique d’explorer entre 100 MHz et 2 GHz des sections de
tissu tres fines coupées selon les différentes orientations du cartilage en vue de déterminer
I’influence des constituants biochimiques sur ’onde ultrasonore sous thérapeutique et au
cours de pathologies.

Le rat demeure cependant un bon modele pour la caractérisation du cartilage par les
ultrasons de haute fréquence. C'est pourquoi une étude sur les effets de médicaments est déja
en cours dans notre laboratoire dont les premiers résultats ont fait I’objet d’une publication
présentée a la suite de la conclusion. Un modele d’arthrite au zymosan a été induit chez le rat
pour évaluer a 50 MHz les effets d’anti-inflammatoires, tels que le naproxéne et la
dexaméthasone. Par ailleurs, il est envisagé d’étudier chez le rat la biocompatibilité et la

biointégration de biomatériaux au sein du cartilage.
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Une autre voie pourrait étre 1’étude d’échantillons de collagéne de synthése en fonction de
chaque caractéristique du réseau collagénique (type, concentration, orientation et diametre des

fibres).

Nos résultats sont innovants et pourraient conduire & [’élaboration d’un systéme
d’exploration du cartilage articulaire par les ultrasons de haute fréquence et par voie intra-
articulaire. En effet, une exploration externe du genou obligerait 4 baisser la fréquence
d’exploration et donc & diminuer la résolution de 1’échographe utilis¢. Dans le cadre intra-
articulaire, la haute fréquence peut étre utilisée pour 1’évaluation de 1’élasticité du cartilage
qui permettrait de fournir aux rhumatologues un index quantitatif de la rigidité¢ du cartilage a

la place de la palpation manuelle pratiquée actuellement en arthroscopie.
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QUANTITATIVE ASSESSMENT OF ARTHRITIC CARTILAGE
USING HIGH-FREQUENCY ULTRASOUND
A. Sa‘fedl, E. Bossyl, A. Watrin®, B. Pellaumail', D. Loeuillez, P. Laugierl, P. Netter” and G. BergerI

'Lab. Imagerie Paramétrique CNRS/Paris VI UMR 7623, 15 rue de I'Ecole de Médecine 75006 Paris, France
’Lab. Pharmacologie CNRS/UHP UMR 7561, BP 184 Faculté de Médecine 54505 Nancy, France

Abstract — The current study aims at evaluating the
ability of 55 MHz ultrasound (US) in assessing subtle
cartilage changes during the time course of a model
of arthritis induced in rat knees (intra-articular
injection of Zymosan). Arthritic (n=24) and control
(n=24) patellae were explored in vitro at 5, 14 and 21
days post-injections, using a 3-D US microscope.
Cartilage thickness was measured on B-scan images.
Changes in cartilage surface and matrix, and in
cartilage/bone interface were characterized by the
integrated reflection coefficient (IRC) and apparent
integrated backscatter (AIB), respectively. US
findings were compared to histologic results.
Thickness of arthritic cartilage decreased at D5
(p<0.05), then increased at D14 (p<0.05), but was
similar to that of controls at D21. IRC mean values of
Zymosan groups decreased significantly (p<0.05) at
D5 and D14, but did not vary at D21. IRC decrease
was related to cartilage surface fibrillation. AIB from
cartilage/bone interface increased significantly at D5
and D21 (p<0.05) due probably to changes in the
interface morphology and/or structure. No significant
change was observed in AIB from cartilage matrix.
Current results show that 55 MHz US allows
detection of lesions involving both cartilage and
subchondral bone, as well as of partial restoration of
cartilage.

I. INTRODUCTION

Destruction of articular cartilage is a major
consequence of human rheumatic diseases such as
osteoarthritis and chronic arthritis. Because of their
low spatial resolution, conventional imaging
modalities are not able to detect early stage changes
in the cartilage. The potential of high-frequency (50
MHz) quantitative ultrasound (US) to assess such
changes has been previously demonstrated by our
group in a model of experimental osteoarthritis in rats
[1],[4]. The purpose of the current work is to
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characterize ultrasonically subtle changes in both
cartilage and subchondral bone during the time
course of an experimental arthritis in rat knees.
Zymosan-induced arthritis (ZIA) is characterized by a
persistent synovitis and a depletion of the cartilage
proteoglycans [2]. A collagen denaturation was also
described in mice [5]. The current study was
performed in rats. It included in vitro imaging of
patellar cartilage and quantitative assessment of the
tissue changes using acoustic parameters. US results
were compared to qualitative histological analysis.

II. MATERIALS AND METHODS
Biological samples

Institutional guidelines and legal requirements for
laboratory procedures and use of animals were
adhered to at all times.

48 male Wistar rats, approximately 250 g in
weight, were divided in 2 groups, control rats (n=24)
and Zymosan rats (n=24). Arthritis was induced at
day zero (DO0) in Zymosan group by an intra-articular
(IA) injection of Zymosan (2 mg in 50 pL saline
0.9%) in both knees. Control rats received an IA
injection of 50 pL saline in both knees. To evaluate
the progression of the pathology, each group was
divided into 3 subgroups of 8 animals which were
sacrificed at day 5 (DS), day 14 (D14) and day 21
(D21) after injections. Left patellae were explored by
US then by histology, while biochemical study was
performed on right patellae.

Acquisition of 55 MHz ultrasound data

US examination was performed within minutes
after dissection. The patellae were placed in a
degassed saline bath (0.9%) at room temperature and
explored using a backscatter acoustic microscope,
which has been described in details in previous
reports [1]. The system operates with a 125-MHz

0-7803-6368-6/00/$10.00
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PVDF focused transducer (Toray, Japan, 7.5 mm
focal length, 3 mm diameter). The central frequency
of the spectrum of a pulse signal reflected by a steel
plate positioned at focal distance in saline is 55 MHz.
The -6 dB axial and lateral resolutions are
approximately 20 ym and 65 um, respectively. For
3-D data acquisition, the transducer focus was
positioned below the cartilage surface and the patella
was scanned in 2 directions with an interscan interval
of 40 um. Each RF echo data contained 400 samples
(400 MHz sampling frequency), which corresponded
to a depth of approximately 800 pm.

Cartilage thickness estimation

The cartilage thickness was estimated on B-scan
images, in the central part of the tissue using a
previously reported method [1]. A speed of sound of
1600 m/s was taken for control and arthritic cartilage.

Acoustical parameters estimation

The integrated reflection coefficient (IRC) from
the cartilage surface and apparent integrated
backscatter (AIB) from the cartilage internal structure
and cartilage/bone interface were estimated using a
standard substitution method, which has previously
been reported [1],[4].

IRC. For each patella, the integrated reflection
coefficient was estimated over a region of interest
(ROI) of 120 pm in the transverse direction by 440
um in the sagittal direction. The 20 first samples of
each RF signal reflected by the cartilage surface were
selected using a 50-ns-duration rectangular window.
The spectrum of the signal was calculated using a
FFT and normalized by the system transfer function.
At each frequency, the reflection coefficient was
spatially averaged over the ROI, then converted into
dB. The IRC value was calculated over the 30-75
MHez frequency bandwidth.

AIB from the cartilage. The signal backscattered
from the cartilage matrix was selected using a 150-ns-
duration Hamming window.The frequency variation
of the mean value of apparent backscatter was
estimated over a volume (approximately 280-pm-
wide x 1-mm-long x 100-pm-thick), which was
located at 50 pm beneath the cartilage surface. The
AIB value was calculated over the 30-70 MHz
frequency bandwidth.

AIB from the cartilage/bone interface. The whole
signal backscattered by the cartilage/bone interface
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was selected using a 200-ns-duration Hamming
window. The AIB was estimated over a ROI of 120
um in the transverse direction by 440 pm in the
sagittal direction, in the 30-70 MHz frequency
bandwidth.

Histological and biochemical analysis

The central region of each patellae was serially

sectioned (at 5 pum intervals) in the sagittal plane.
Sections (5-pm-thick) were stained with Toluidine -
Blue (TB) for qualitative evaluation of PG content, or
with Picrosirius red (PR) and viewed with polarized
light for qualitative evaluation of the collagen
network organization.
Biochemical analysis included the evaluation of
sulfated glycosaminoglycan and hydroxyproline
(collagen) content [1]. In each subgroup, 4 patellae
were used for each component evaluation.

Statistical analysis

A Wilcoxon signed rank test was used to evaluate
the parameter variations between  control and
Zymosan groups. A p value <0.05 was considered
statistically significant.

IIT. RESULTS

Echographic images

1.6 mm

% Y

Zymosan D5 Zymosan D14 Zymosan D21

Fig. 1: 55 MHz B-scan images of cartilage

55 MHz B-scans of arthritic cartilage (Fig. 1) did
not display focal lesions. Marked changes involved
cartilage thickness and cartilage/bone interface.
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Cartilage thickness - Control groups showed a 10 %
thickness decrease (p<(.05) between D5 and D14,
and no difference between D14 and D21. Thickness
variation is due to cartilage maturation [l].
Comparison between control and Zymosan groups
indicated that Zymosan induced a 25% thickness
decrease (p<0.05) at D5, and a 15% thickness
increase (p<0.05) at D14. However, no difference
was seen between controls and Zymosan cartilages at
D21.

Cartilage/bone interface - At D5, the cartilage/bone
interface of Zymosan groups displayed higher
echogenicity level than that of controls. This
difference was less marked at D14 and D21.

Analysis of acoustic parameters

D14 D21
-15,0 = -
20,0 4
)
325.() -
Eﬁ) i T 232
-30.0 1 E Controls
279
OZymosan

Fig. 2: Integrated reflection coefficient. (* marks a
significant difference between two groups, p<0.05)

Integrated reflection coefficient - The IRC mean
values of controls did not vary over time and were
about 21 dB (Fig. 2). The IRC mean values of
Zymosan groups were lower than those obtained from
control groups. IRC decrease was of -4 dB (p<0.05)
at D5 and -7 dB (p<0.05) at D14, but was not
significant at D21.

D5 D14

=200 «

B Controls
O Zymosan

Fig. 3: AIB from cartilage/bone interface (* marks a
significant difference between two groups, p<0.05)
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AIB from cartilage/bone interface — At D5, the signal
backscattered from the interface of Zymosan group
was 6 dB higher (p<0.05) than that obtained from
control group. The AIB mean value did not
significantly change at D14, but was again 3 dB
higher (p<0.05) for the Zymosan group at D 21.

AIB from cartilage matrix — The AIB mean values of
controls decreased over time, as a result of change in
collagen organization with cartilage maturation.
However, no significant difference was detected
between AIB values of controls and Zymosan groups
over time.

Histological images

?.Oﬂllrrl

Zymosan D3

Fig. 4: Images of histologic sections stained with TB

TB staining — Sections of control groups showed a
decrease in hypertrophic cell content with time,
which is due to maturation. The most obvious effect
of ZIA is a nearly total disappearance of hypertrophic
cells. On all sections of Zymosan groups, the
cartilage/bone interface was more regular, e.g. less
sinuous, compared to that of control groups (Fig. 4).
Subtle alterations involved the cartilage surface of
most of the Zymosan samples and were clearly
visible at a higher magnification (x40). These
alterations which were 1 to 10 pm in size
corresponded more likely to surface roughness and/or
fibrillation. They were more marked at D14. At D5
and D21, the cartilage surface was slightly altered
and appeared, therefore, more regular than that
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explored at D14. It is important to note that sections
of the same patella exhibited an important variability.
PR staining, observed with polarized light —
Sections of control groups displayed changes in the
collagen network organization with time which are
due to maturation [1]. The collagen network of
Zymosan groups appeared slightly disorganized at D5
and D14, compared to control groups. At D14, most
of the images of Zymosan group showed surface
irregularities, on the order of few microns.

Biochemical results

The PG and collagen contents of control and
Zymosan groups were not significantly different at
D5 and D14. At D21, the PG content of the Zymosan
group was 25% lower than that of the control group.

IV. DISCUSSION AND CONCLUSION

The current study reports, for the first time, high-
resolution US images and quantitative evaluation of
cartilage changes during the time course of an
experimental arthritis induced in rat knee.

Our histologic observations showed that early
lesions induced by Zymosan are cartilage thinning,
surface fibrillation, partial loss of the hypertrophic
cells, slight disorganization of the collagen fiber
network and changes in the cartilage/bone interface.
However, no change was found in PG and collagen
contents. Three weeks post injections, a partial
restoration of the cartilage surface and thickness was
observed. However, biochemical analysis indicated a
25 % loss in PG content. Histologic sections showed
that the cartilage/bone interface and the deep layer of
hypertrophic cells remained altered.

55 MHz US images of arthritic patellae displayed
the progressive changes in cartilage thickness and
cartilage/bone interface.

Quantitative  acoustic ~ parameters  allowed
detection of subtle changes in cartilage surface and
cartilage/bone interface. Indeed, significant decrease
in IRC values of Zymosan injected rats at D5 and
D14 were related to surface irregularities (roughness
and/or fibrillation, approximately between A/30 and
A3 in size). The non-significant change in IRC
values at D21 may indicate a partial restoration of the
cartilage surface.

With regard to the cartilage matrix, apparent
integrated backscatter from Zymosan groups
appeared to be not sensitive to the slight changes in

(C) 2000 IEEE

collagen fiber organization. However, AIB results
were consistent with biochemical findings and
confirmed the non-influence of the change in PG
content on backscattered signal [3].

Variations in AIB from cartilage/bone interface of
Zymosan groups at D5 and D21 are probably caused
by the disappearance of hypertrophic cells and a
change in the adjacent osseous boundary that
appeared more regular than in controls. At D5, the
decrease in US signal attenuation due to cartilage
thinning may also contribute to the increase in
backscatter from the cartilage/bone interface. At D14,
the apparent changes in the cartilage/bone interface
displayed by most of the histologic sections were not
reflected by a variation in the AIB mean value.

Although histologic images displayed an
important variability and acoustic parameters were
obtained from a large volume compared with the
thickness of the histologic sections (analysis of 2-3
sections, per patella), quantitative ultrasound results
are consistent with histologic observations. Analysis
of bone structural remodeling and collagen changes
(structure, fiber organization) require further
quantitative techniques.

The current results demonstrate the sensitivity of
high-frequency ultrasound to acute lesions and partial
restoration of cartilage during ZIA. We are currently
investigating the effects of anti-inflammatory drugs
on cartilage using this model of arthritis.
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_HJ\MCI'EWT'ION OF A CD95 SIGNAL TRANSDUCTION MUTANT. EJ Peterson,
, Dept. of Intemal Medicine, University of lowa, lowa City,

owa 52242,
Interaction of the surface receptor CD9S5 (fas/APO-1) with its cognate ligand mediates
ipoptosis in numerous c.cl'l types. The molecular underpinnings of CDQS signal transduction

we not pletely To i igate CD95 signaling , we created
nutants incapable of itting apoplotic signals through CD95. Jurkat T cells were
reated with a chemical gen, then cultured with anti-CD95 antibody, at concentrations

vhich kill wild type Jurkat. Apoptosis resistant mutants were cloned by limiting dilution.
¥e studied signaling in ooe such clone, DD3. Unlike Jurkat, DD3 fails to undergo apoptosis
\fter prolonged treatment with anti-CD9S antibody. However, like Jurkat, DD3 proved
ible to ap is induced by C2 ide and UV irradiati By flow cytometry,
D95 surface upressmn is equivalent in DD3 and Jurkat. However, when CD95 cDNA was
Joned from DD3, sequence analysis revealed a single adenine deletion in the cytopl
lomain. The protein produet predicted by the mutant cDNA is truncated 100 residues amino
erminal to the wild-type stop codon. We hypothesize that the trunc.n.ed CD?S pwvents
poptosis in DD) by mterfenng with CD95 i of d
D95-medi in p I Jurkats fecied with the mutant CD9$5 molecule
Icned from DD3 is marlmdly inhibited, suggesting that the mutant CD95 protein can acl as a
gative in CD95 signaling. Interestingly, while CD95 engagement on DD?3 fails to
nduce apoptosis, anti-CD95 iruunem does sctivate c-jun kinase (I'NK). M.M' kinase
amily ber recently implicated as a ired el in st d Cur
inding suggests that CD95-induced activation of JNK is not sufficient o ngnai apaploﬂs
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YNOVIAL FLUID T-CELLS FROM PATIENTS WITH INFLAMMATORY JOINT DISEASE
IAVE ALTERED INTRACELLULAR Ca™ POOLS. D.M.Camuhers, S.P. Young and
. Depl of University of Bi UK. B15 2TT.

intraceflular Ca™ (ICa™]) stores are invoived in the control of T-cell migration, profferation
nd apoplosis. These latler processes have all been found lo be abnormal in synovial fuid
3F) T-celis from patients with rheumatold anhritis (RA). We therefore examined, in RA T-
ells, the three into which [Ca™*} slores can be divided:

) 1Py pool - Ca mbiltssc from inositol 1,4,5-trisphosphate (IPy) ithve stores by PHA.
) Tg pool - Ca®™ mobiised from the ER by mapsngargh (Tg) afer release of the 1P, pool.
i) lono pool - €a® mobilised by ionomrycin afler the retease of 1Py and Tg pools.

CD4 CD45RO+ve peripheral blood (PB) and S5F T-cels, purified by nepathve selection,
ere loaded with indo-1 and stimulated sequentially with PHA (100pg), To (SOOnMJ and
momycin (5.6uM) in ca®™ free medh.lm {+0.6mM EGTA) in a Puorimeter. ca® pooks were
ssessed by measuring the rise in ICa *} from baseline to peak for each stimulus.

R&suﬂs for SF and RA PB are fresenled as individual pools as well as estimates of ER

(IP, + Ty pood) and Total {Ca™"], (IF; + Tg + fono puol). In a PB study (n=6) here was a
end towards smaller /Py and jono pools in RA PB compared with normal control PB bul no
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GAMMA-GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE (GGT), A REGULATOR OF INTRACELLULAR
REDOX POTENTIAL, IS PHYSICALLY ASSOCIATED WITH THE B LYMPHOCYTE
CD21/CD19/TM4 SIGNAL TRANSDUCTION COMPLEX. Y. Michacl Holers, David R Karp,
loel M. Guihridge. and Timothy C. Michols, University of Colorado Health Sciences Cemer,
Denver, CO B0262; University of Texas South Medical School, Dallas, TX 75235,
CD21 (Complement Receplor type 2, CR2) is a member of a B cell signaling complex that containg
CD19, Leu 13 and the transmembrane 4 (TM4) superfamily protein CD81 in addition to other TM4
proteins. We have created & new mAb (JAB) that was selected based on its ability to inhibit
homotypic adhesion induced through ligation of CD21. We have now d:urrmmd that mAb JAB
specifically recognizes the cell membrane ecto-eazyme g ghmamy peptidase (GGT).
Mmmwh:chGGT pression has been eliminated by homol bination d ]
d d in i Iular gh (GSH) levels in all tissues; therefore, this enzyme
playl an ial role in regulating i llular GSH levels. Altered GSH levels have recently been
shown to sub fall dulate signal duction through antigen-specific lymphocyte receptors
in sddition 1o TNF and Fas In order 1o defermine how GGT interacts with the
CD21/CD19 complex, we have examined moleculer Interactions berween GGT mi munhers nn:nls
complex. These mcnm:nu bave shown that GGT is specifically detected in i ]
with the TM4 proteins CD81, CD32 and CD53 but not other TM-I proteins CD9, CD37 IM CDG!
or with CD19, CD21 and Leu 13. However, in co-capping experiments we have found that GGT is
physically associated in the cell membrane with CD21 and CD19 as well as confirming the CDEI,
CD82 and CD53 association. Expression of GGT is nek dependent oa the expression of CD21 on
lymphocytes, and we have also detected the physical association of GGT with CD82 and CDE1 in
CD21-negative T lymphocytes by co-precipitation analysis. In summary, we have found that the
CD21/CDI%TM4 signaling complex also contains a more widely distnbuted ecto-enzyme that
regulates intracellular GSH levels. Our resuhs suggest that CD2I/CD19/TM4 signaling complex
activity is linked to regulation of GSH levels or other GGT enzymatic sctivities.
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ULTRAHIGH RESOLUTION IMAGING OF NORMAL AND OSTEOARTHRITIC
CARTILAGE M'.[CROSTRUCI'URE MﬂLE..BmmskL.H;.mmnn._CRﬂ&L%!.euL
B rett Bouma phen A, Boppan 0 i p
of Medicine, Mass. Geners.l Huspna]ﬂ-larvnd Medical School, Boston, Mass. 02114
and Dept. of Electrical Engincering at MIT, Cambridge, Mass. 02139.

Although all tissue within the osieoarthritic joint show morphologic changes, the
hallmark of OA is the degeneration of cartilage. There has ru:enlly been hr.lghlencd
interest in methods for asscssmg carly ostecarthritic ¢ after mul

s have demx d that progr of anicular damnga may be
rnod.u'le.d either by medical or | intervent A variety of imaging modalilies
have been applied to the assessment of articular aboormalities with limited results. In
this work, we introduce opuca] coherence mrmgnphy (OCT) a recently developed
micron scale logy, for high of articular cartilage
:rucmstructure{SiE.ni: 254: 1178, Quﬂl.lsl&il 93:1206. OCT is analogous to
ultrasound, measuring the intensity ofback,wﬂmt.d infrared light rather than acm..f.ucal
waves. OCT is anractive for intraarticular i g due 1o s ex ly high
(3 to 16 pm), ability to be integrated into small anhmscopcs compact portable design,
and relatively low cost. OCT imaging was performed on over 50 in vifro normal and

itic joints obtained post surgical resection. Axial resolutions between 10 and

ifference in Tg pools. In contrast, SF from y arthritis pared to 9 PB
d a larger Tg pool which was not fully rel d by g dose PHA I
Sample n=5 | IP, pool Tg pool Jorvo pool ERCa" Total [Ca )y
SF 24 0M 20 nM 16 nM 44 1M 61 nM
PB 22 nM &8nM 16 nM 30 nM 45 nM tech gy. Microstr
{p<0.05) (p<0.05) {p<0.05)
These dala show an alleration in Ca™ slores within SF T-cells, mainly within the Tg pool.

16 - microns were achieved, depending on the source utilized. This rcpresents an
improve of rr.soluuon hy greater than a factor of 10 over any clinically available
i within the joint which were identified include
fibrillations, fibrosis, and new bone growth, The accuracy of cartilage widih
measurements were confirmed with stereomicroscopy. In addition, imaging was
deme d 1o be sensitive to the polarization of incident light, suggesting that OCT

nly a propotion of this pool s accessable fto IPy suggesling p
ibcompartentalisation of the ER or novel Ca®" stores which may play a role in abnormal SF
-cell responses.
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OLE OF CD70/CD27 COSTIMULATORY PATHWAY IN THE

EVELOPMENT OF TH1-MEDIATED AUTOIMMUNITY
1.2,_Atsuo_Nakajima®* . Shinji_Morimoto?, Shin-ichi

ashino?, Tetsuji Kobata®, Hideo Yagita® and Ko Okumura’.

Jational Children's Hospital, Tokyol54, ZNippon Medical School,

okyo102, 3Juntendo University, Tokyol13. Japan.

CD70/CD27 ia a cell surface molecule pair belonging to the
NE/TNF-receptor family. Ligation of CD70 to ils receptor CD27 is thought
be important in T cell activation and T-B interaction. However, the in
vo function of these molecules remains unclear. To examined the role
CD70/CD27 costimulatory pathway for autoimmunity, we generated
tti-mouse CD70 mAb. This newly established mAb could inhibit anti-
D3-induced T cell proliferation costimulated by CD70 transfectant in
tro. Proteolipid protein (PLP)-induced experimental allergic
icephalomyelitis (EAE) which is mediated by Thl and serves as a model
r the human multiple sclerosis was used to elucidate the role of
D70/CD27 in vive. Long-term administration of anti-CD70 mAb into
L/] mice which were aclively immunized with PLP139-151 dramatically
neliorated the disease severity. In vive or in vitro treatment of anti-
270 mAb could partially inhibit. PLP-induced proliferative response of
¥ cells but dramatically modulate cytokine production. Thus, these
sults indicated that CD70/CD27 interaction is involved in the
velopment of Thl-mediated autoimmunity in EAE.

This work was supported by grants from the Ministry of Education, Science, Sports
and Culture and the Minisity of Health, Japan.

imaging may allow assessments of changes in collagen orientation and concentration,
which are among the ea:l:es: changcs in nsleoanhnus In conclusion, OCT represents
an aitractive new tech y for hi jon intraarticular office-based imaging.
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HIGH FREWEWMAM ANALYSIS OF PM‘ELLA‘! RAT CARTLAGE DEVELOFNENT
E. Chérin' A. Saled', 8. Pellaumail', D. Loeuille’, P. Laugier', P. Netter’, and G. Berger'
Lab Imagerie Paramélnqus URA CNRS 1458, 15 rue Ecole de Médecine F75006 Paris,
& Lab Pharmacologie’ URA CNRS 1288, BP184 Faculté Médecine F54505 Nancy
Previous work has shown thal high frequency echography was sensitive to the eary and

{:rogressnra characteristic lesions of rat patellar cartilage and subchondral bone induced
an experimental model of oslecarthritis. The goal of the cument study was to

demonstrate the potential of 60 MHz went of the
progressive changes related lo normal cartilage davelopment
A three-dimensional (3D) 60 MHz bax d (US) (axial futh

better than 30 microns al transducer focus) was used lo explore in vitro palellar cartilage
of 48 male wistar rals from 6 to 11 week-old (180 to 450 g in weight). The animals were
divided into 6 groups (8 rats per gmur] which were examined al regular lime intervals
corresponding to the various stages of the animal developmenl. US investigations were
followed by histologic assessment radio  frequen signals backscatlered by
cartilage and subchondral bone were acqurred at 400 MHz samphn? frequency

produce B-scan images and perform guantitative :naractenzauon the camlaga
structural changes using the ysis of the ¥ denca of US app
backscatter. For all the specimens US images showed an discri

between the carlilage articular surface and cartilage-calcified cartilage/bone interface.
T‘he carulag_s int g of the | and the deep layers
hoic zone which i mamnly the first two third part of the hissue.

The system—mdep!ndan! backscattered US signal from the cartilage internal structure
was quanlified. It was high for rats ol group 1 and decreased significantly and
progressively for the rats of the olher groups. Moreover, 30 US images showed a
mgnrﬁcanl variation of the carlulage thickness as a funclion of the lissue development.
o data reveated a modification of the cartilage matrix

and cell crgenhzation

These results demonstrale that 3D 60 MHz echograph,l cnupled w-lh guanltilative
characterization depict earty and p ctural changes with
age of canilage. This l.echn ue have s!mng potenuai io conmbuta o the experimenial
non destruclive phar using ammal modals.
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REUABILITY OF RADIOGRAPHIC SCORING OF DEGENERATIVE CHANGES IN THE
LUMB&\R SPINE {'DCLS}

{16 Ul
WNWON K'-"LaNﬂ Glnndl

DCLS is common and may affect bone mineral density (BMD) measurements at the lumbar
spine. Previous stternpts al the quantificalion of such changes have not included all the relevant
features and the use of highly selected radiographs, consansus and allases in some of these have
resulted in lkewed knppe mlisba The present study seeks to establish & scoring system for
DCLS y graphs which we may reliably usa In clinlcal practice In addtion
to Its tion to BMO

Thres readers have scored 30 Jomh {AP) and lateral lumbar
spine madiographs for facal joint density, scleross, uolaophncsh d!oc space narrowing lnd
sorlic calcficaion, Subjects were par of CAMOS (the Canadl 8 Ost
Study), B database with over 9,000 subjects mndomly chosen from telephons mredonea We
found the inter-rater refabdfity for each of the above categories to vary botween each lumbar
spino level amd batween AP and lateral views. On lateral view, rellabllity for sclerotic changes
was highest at L1 (kappa slaistic 0.39; 85% C.1. 0.20, 0.79) while disc space narrowing was
more rellable at L4 (kappa statistic 0.41; 5% C.1. 0.27, 0,55). On AP view, only osteophytosis
and disc space namowing at L4 were found to bo reliable (kappe statistics 0.43 and 0.42; 85%
C.\. 0.28, 0.58 and 0.27, 0.57, respectively). Using these paramelers, we present a reliable
mathod for scorng degenerative changes in the lumbar spine and sugnast such a quantification
method may be used lo comect for the ib of deg ges lo BMD
moasurements al this site,

Woe furthef introduca the concapt of a radiologlcal clear space, the radiologlcal boneless inter-

!am!nnr reoion parw i d uj riabral bodles, which may Impact on BMD
g In la!eahr low estimates. The polential for diglization of the clear space
mey sllow Uie sasy doducﬂon of ks cor to BMD made In tha AP
projection.
IDisclosure: work reported in this abstract was supported by
CAMOS (The Canadlan Multicentre Osteoporosts Study)
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HIGH FREQUENCY ECHOGRAPHY (50MHz) OF RAT PATELLAR CARTILAGE
MATURATION: CORRELATION WITH HISTOLOGICAL AND BIOCHEMI DATA.

Geneyltve Barger
and Amena Saled. Lab_Imagere Paramélique CNRS UMR 7623, 15 rue de lEcole de
Médecine F75006 Paris, "UMR 7581, CNRS Univeraity Nancy |, BP 184 F 54506 Vandoauvre

Purpose: the sim of this study was lo detect Ihe modifications related to maturation of rat
patellar c.arurage uslng a 50 MHz backscatter ultrasound (US) sanner. Tha results wers
and blochemical data,

Malnrials and mntnoda' 8 Wistar rals 4 waeks. 10 wee'ks and 4 months o!d :1009 300;

4509 In welght, respeciively) were expl with a L | 50 MHz
scanner (axial resolution better than 30 microns el transducer focus). After the US study, H'm
palnliua were prepared for histology (oolagen and protecglycan stalnings). The collagen
Was lored using a polari light py. The blochemical sludy was
per!anned on s.nx palallae per group. The measurements were made by Goldberg's and
ghycan (PGs) and collagen (Col) evaluati pectively. The

val‘]aﬂon ol PGs and Cn! oonlanl was appreciated I:ry PGa/Col ratio,

Its: For all the sp , Us Irnages h nn the
cartilage artﬁ:ular surface and artil | In 100g rats, the
intarnal structure consisting of the transitional and the “deep layars exhibled a hyperachokc
zone which Involved malnly the first two thirds part of the H;sue Hawmr the camlaga Intsrnal
structure of the 300g and 4509 rats was b ¥P hoic The dasa
function of the an]rna'f agafng On histolegi ein cartitage thicknass and in
Teluldine blue y was obsamcl lnom 100g 1o 450g. Images in polarized light
showed ch in the gen fibar or lcal data showed a diminution In
PGs contant from 150pg 1o 50pg per mg of caﬂll&gu Tho Col content Increases from 50 pg to
76pg per mg of cortlilage due to ags related modifications, The PGe/ Col rallo of the 3 groups
‘ware 0,88, 1.4 and 0.68, respectivaly,

! bone Inter:

Concluslon: These resulls show thal US is ithe to ilage matrix ts and the
hyperechole Intarnal siruclure ssams to be on fiber collag ]
Disciosure: work reporied in s abatract was IWI’,

Canire National de la R ifique, L Nancy.
HIGH RESOLUTION ULTRASOUND (HRUS) DETECTS SYNOVITIS IN THE

MAJORITY OF PATIENTS WITH KNEE DSTEOARTHR'IT'IS (OA) wgﬂ_m_rﬁ

Rheum. and Rebab. Unit Ur:!mn)r 6T Leeds, 36 Ciarendon Rd., Leeds, UK.
Background: Synovitis is well recognized in OA but its I‘ole in progression/symptomology s

Itis in In pathles bul there are limited

unknown, HRUS has been used detect sy
data In OA.

Alm: To ldentify the location and severity of synovitls in OA of the knee and to compare thess
findings with plain radiographs using the latter as » marker of compartmental disease severity.
Methods: Patients with symptomati¢ OA (ACR defined) knees were evaluated using an ATL HDI
3000 machine (Seattle, USA) with & 'IO 5 M!Iz ‘hockey-stick” linear transducer, The HRUS was
petformed by an experienced I grapher blinded to Xray findings. Synovitis
was graded using & semi-quantitative score (0-3). Plain radiography was performed (using antero-
posterior  weightbearing. lateral and skyline views) and the severity of the OA In each knee

plrlmem was graded on a slmiler 0-3 scale bya blinded rheumatologist.

Ie knees were evaluated by HRUS in 23 consecutive patients (mean age 67,
rlngvﬂll m)mﬁOA(memdmﬂonufmnpwnuSmmgel!Sm). 15 patlents were
currently taking & NSAID but none had had corticosteroids within the last 3 months, 29/40 kneu
(73%) had evidence of symovitls in at least one compartment. Subanalysis of thess d
that 16 had supra-patellar pouch (SPP) synovitls alone (55.2%), 9 had both SPP and lateral Joint
space synovitls (11%), 2 bad both SPP and medial joint space synovitls (6.9%) and 2 bad synovitis
|.I| all 3 compartments (6,9%). The Intra-observer kappa value for the ultrasonographer was 0,75,

The commonest and most severs radiological she of damage was the medial compartment followed
by the patellar-femoral comparument.
Summary: The majority of patients with symptomatic knee OA bave synovitls detectable on
HRUS, the most common site being the SPP, The comrelation with Xray :hnnge Was pood,
Conelash The of synovitls may explain the d
radiological change in OA and also lcconn! for the raised CRP found In this dimrder

Did nol disclose,
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PROTON NMR SPECTROSCOPY STUDIES OF OSTEOARTHRITIC (OA) SYNOVIAL FLUIDS
(SF) SHOW CHANGES AFTER INTRA ARTICULAR HYALURONIC ACID (HA) THERAPY. CB

' Keenan, S Wharl, H Ralph Schumachar. U of
PA, CHOP, and VAMC, Philadelphla, PA

NMR spectroscopy alows sensilive detedion ut many srnan molecules. Most interestingly it can
detect N-acatyl groups of short oli of pr glycans bul nol intact
polysaccheride molecules lMRM 35; B4B-B53, 1596). 1nh'u-artlwlat Iniecﬂon of HA Is commeonly
used for symp of pell with OA. Here we begin to examine the mechanisms
Involved In the knee joint in HA Iraen'od OA palients using NMR. Synovial fulds taken from knee
Joints before any treatment and one week afler each of 5 weekly Ireatments were examined wilh
high-resolution proton NMR (360 MHz, wide bore) speciroscopy el emblent lemperature. This piol

was conducted on four patlents (3 males and 1 female; age ranges from 40-81 years). Knea
Jokts with sffusions were Injected at weekly Intervals x 5 with 2 cc of 10 mg per ml of hyslgen
{sod'um hyaluronale, MW 6000 kDa) Sanofl, Leukocyls counts, and In 1 case, viscoslty of SF
wara aiso examined bafore and sftar HA Injaclion,

Leukocyte counts did nol change In post-trealed palisnis (pre 200+83/mm’: pos! 1854105/mm”).

In 8 single case the viscosity of synovial fluld | d from the pr level of 21,943 to
46,3+ 1 canlipoise, Proton NMR studles before trealment idenlified such as lactate
(1.33 ppm); ghucosa (3-4 ppm), alanine (1.5 ppm), glutamine (2.14-2.45 ppm), valine (1.05 ppm),
tysine (3.02 ppm), cilrate (2.65 ppm), 3-hydroxy butyrale (1.22 ppm), and ecetsle (1.92 ppm). No
significant changes were observed before end efler HA Injection. However, the N-acetyl groups
(2.04 ppm) decreased in 3 of 4 palients studied. The ratios of N-acety! signal inlensities In posl
vs pre Injected patients were 52, 57, 72, end 1 25% for the 4 palients,

Prolon NMR spectroscopy is 8 sensilive tool for invesligating blochemical changes in joints,
These Inltial studies suweut that soma patlents have decressed broakdown of arlculsr

h portan! effect of HA.

paty rides, a p Y

Dinclosure: work reported In this abytract was swpported byt
This work was supported by an unrestricted grant from Sanofi,
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HESUHFACI?‘IQESOF AFITICULAFI CARTILAGE B\" GENETICALLY MODIFIED

Toronto Hospilal, Toro o. M

Our oblective Is to resurface articular carlllage with normal chondrocytes. We
explored with rat, canine and bovine chondrocytes and cartllage, the distribution and
the duration of binding of chondrocytes lo carfllage and the expression of genes
Introduced Into the transplanted chondrocytes.

Chondrocytes Injected /n vivo into the joint space will home to the cartllage.
Analysis with confocal microscopy of the lemoral and liblal cartllage from ral knoes
glven a single Injection of fluorescent cells showed an uneven distribution of labeled
chondrocytes. Simllady analysis with confocal microscopy of canine tiblal cartila
after three Injections of fluorescent cells over a 27 day pariod revealed on day
Iargg clusters of cells distributed In pockets over the surface of the carllta
Although there Is no ready explanation for the pattern of distribution of chondn
In vive, we observed the same distribution in vifro with bovine explants,

Canine chondrocytes labeled with the intracellular green fluorescent dyae, C-2625
and transplanted in vilro lo cartilage explanis 10 days prior to the transplant ol
chondrocytes labaled with the red fluorescent membrane dye Fm DIl were found by
confocal microscopy to be as much as 1.6 mm below the Fm Dil labeled celis. Thi
suggests thal the lransplanted chondrocyles were active In producing extraeelluln:
matrix within the cartilage.

We have shown that the transplanted chondrocyles continue to express
galactosidase, the product of the ?ena Introduced Into the chondrocytes
adenoviral Infection. Chondrocytes Infected with AdlacZ two days afler bn!nq
transplanted to nrﬁan culture continued to express b- Iga1uctoaldnu sixty days aft
transplant. ave also shown that the Iransplanted chondrocytes can b|
sﬂicisnﬂy Infacted well afler the transplant, We can Infect the chon es as late as

-sight days afler transplant. Because transplanted chondrocytes retain the abllly
Io o Infected by adenoviral veclors, repeal Infectlon may If gena
expwoa!on wanes over time. Thia may be an allarnative to repeuled In]ucllonl of
chondrocytes Into the joint space..
Disclosumre: worh reported bn this sbatract was supporied by

the Arthritis Soclety of Canada
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NEURDGEMC IN\'OL\"EMENT IN GEGEN‘ERATWE DAMAGE OF ARTICU[AR CARTILAGE.

4710 g i

A local mnsrnmulion |ndu::es loca! momncaﬁons :uch a: p!asrna exuvesaﬂoﬂ.

of H , pain p distal F ruulllng from nerve

farminals excitation. 3uch a stimulus, dus 1o local Infi of

pro-Inflammatory cylokines like IL-1b al tha Inflammalory sile. The alm of Ihll “aludy was to

characlerize the Imphcation of the nervous syslem in a deganeralive process lsading to
articular cartik g a focal |

Sevsrnl mnamme!m mm:lels Ir| which syslem\c effecls as fever, assessed by

try, were d, were chosen to analyze the Inflammatory

ge (i) from the hindp: tothn, | and lateral knees, (fl) from one knes

to the contralateral knee, (ifi) and both with or without spinal cord injury, so that the nervous

system might be inlerrupted. Proteoglycan synlhesis was assessed In cartilage polelise lo

Inform on its anabolism.

Subcutaneous n,ler.taon ol 1 mg CFA (C

I knee,

afler spinal cord eompression. _Spinal cord injury, lotally abolished the decrease of.
afte

el Freunde.

)lesd to @ 0
from the hind paw to thé
| eltects were systemic since they wers not erased

snabolism observed in both r of 1 yf LCF& 30 lhnl d
this dose, CFA Induced only neurcgenic m«.hnnlsml damaging artic mrlﬂnna
Injection of substance P into the knee | a neurog rﬂ
dacrouse in lnnboﬁnm erased after spinal cord com P . In the Js
9 tive effects mediated sy lly with no infl cflplndM

compression,

Finally, a local Infi il n can Induce hanl: ala dhllnca mm“
degenarative conseq ping articular babh h L1 ﬂ'

ynovium. This study provid that protaogavc.m tynlhurl can be regulated
the nervous system and thal substance P may be implicated, as probably
neuropeplides, thus supporting experimentally the concept ol_' neurcgeanic arthropathy. ‘_:
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ULTRASOUND IN DIAGNOSIS OF FOCAL SPLENIC LESIONS
M. Szintovi , V. Kupfovi
3™ Department of Medicine, M lul School of Comenius University,
Bratislava, Slovakia

Focal splenic lesions are commonly a rare condition . Ulirasound is the first
method of noninvnsive screening  in the most inpatient or outpatient with
bdominal logy or any internal disease . It gives the possibility
for h of any asymp ic splenic lesions . During the 2 years of
routine ultrasonography at our Department, the following splenic lesions were
detected : hemangioma /1/, cyst /1/, calcifications /2/ , metastases / 4 /, absces
£1/, infarction/ 1 /. Toshiba Sonolayer SSA 270 with 3.75 MHz linear probe
was used . Hemangioma was in ultrasound described as a round sharply
jefined solid hyperechogenic lesion in central part of the spleen. Within 2
years it increased in 3 cm in diameter . It was confirmed by surgery and
histology . Hemangioma is most often benign splenic tumor . Cyst have a
typical ultrasound image - it is the round or oval anechogenic lesion . Its origin
may be congenital, posttraumatic or parasitic . About 70 % of patients have
no clinical symptoms. Sensitivity of ultrasound in diagnosis of cysts is very
high — 98 % , specificity is higher than 90 % . On ultrasound they are seen
from the size of 1.5 cm higher . If there are present septs and calcifications
inside, they are suspected from parasitic origin . Abscess was found in patient
with hydrops of gallbladder . On ultrasonography , a slightly hyperechogenic
lesion with non regular margins and hyperechogenic rim with levels inside
the lesion and splenornegaly were found . Antibiotic treatment was
full and the at inished in size . Metastases may have solid,

hypoect ic or hyperechog character in ultrasound . Multifocal
hypercchogemc. hypoechogenic, or cockade round or oval splenlc lesions
were found in patients with chronic lymfatic | ia, colorectal 12/
and bronchogenic carcinoma . Calcifications were found in 2 patients with
history of tuberculosis and hepatitis C . Strong hyperechogenic lesions with
acustic shadow were found on ultrasonography . Infarction is a solid lesion
with echogemly similar to surroundmg parenchyma. It was found in patient
with incip myeloproliferative d

TEPATCGC_ILULAR CARTINOMA-ULTRASCNOGRATIIC AMD
PA LIOLOGIC CORRULATICN
Djarashi X.,MD, PhD, Djoruski L., Jordanoski Jy,
cult,f o Madicioe, Tnstitute for Radioloegy
©looo 3kopje, Maccdonia

PURTCSE: to understand tuo acustic p*onort;es
wf dillferant tissucs compononts ef ™30, using
lcorralation between Us q-tt*ra ~td histopatholo.
wie uud;nﬁ of each tumour.

MATIRTALS AID M=TU0D5: 36 M4C nodulas measd-
red Ivom less thaa 1 eo-5cm. Th: yrade of inten-
sity was d:terninated s aneciavie, low, iso :nd
hyperechoic. "o use Toshiba 2juipient, with con-
vex probe, 3,75 !Tlz. U3 ernuiacation wms performed
praoperatively iud on She resacted specifen in
the water bath. Pathologic ormnination was madg .

on tnu fame suriacas. i
TSULTS: -Zchogenicity depends on the amounﬂ
nd tatty droplet size, o3 well as assotiation
. with other changes inside the tomour or in the
urrounding- liver narenchyua . 1tty changes, tu-
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Abstracts

ASSESSMENT OF ARTICULAR CARTILAGE DEVELOPMENT WITH HIGH
RESOLUTION ECHOGRAPHY

CARACTERISATION PAR ECHOGRAPHIE DE HAUTE RESOLUTION DE
LA CROISSANCE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

A.Saled!, E. Chérin!, B, Pellaumail, D, Locuilie2, P. Neter2, G, Berger!
! Lab ire d'l ie P érique URA CNRS 1458, 15 rue de I'Ecole de
Médecine 75006 Paris.
2 L aboratoire de Pharmacologie URA CNRS 1288, BP 184 Faculté de Médecine
F354505 Nancy, France.

MNous avons mnnlr! dans des études préctdcnus que I'échographic i 60 MHz et la
I p el le suivi des sliérations
hol el du cantilage et de I'os sous chondral induites par un
modele d'arthrose expérimentale chez le ral. L'objectif de celte élude est de montrer
I'apport des ul de haute résolution pour la ¢ des
maodifications structurales du cartilage pendant la croissance. Nous avons utilisé un
mi:msmpe acoustique opérant & 60 MHz (30 microns de résolution A la focale) pour
Clil'ﬂlnﬂ' ln vitre des rotules de rats (n=48) 3gés de 6 3 11 semaincs. L'étude a inclu
des images éch thiques ct I*analyse en fréquence du signal ultrasonore
numtnsé pour la mesure du coelficient intégral de rétrodiffusion apparente. Les
résultats que |'épai du cartilage p ire ct le signal rétrodiffiusé par sa
structure interme diminuent avec 1"dge. La comparaison avec les données histologiques
obienues sur des coupes colorées au rouge picrosirius el explorées en lumitre polarisée
montre que les ultrasons donnent des inf i li€es trds probabl ila
modification dc I Olsllllsallnn du réscau de collagtne. Ces résultats montrent I'intérét
de I* ive de ks haute résolution pour I'exploration des

etl

‘...- " 1 Ly du
logiques.

ANEW APPROACH CONCERNING HUMAN CALCIS BONE
CH CTE N.
BIOT's THEORY IMPLEMENTATION.

M.-L. TERIERCOITERAI*, M. DEFONTAINE®, C, DEPOLLIER**,
F. PATAT=, L. POURCELOT®*.
*GIP Ultrasons, EA 2102 LUSSI, CHU Tours, France,
**LAUM UMR CNRS 6613 Le Mans, France,

'fa P

During the past twenty years, I
has been studies
trabecular bone hs.sue chmctenunon have already been performed.
Two Wm are commonly used : speed of sound (SOS) and
ion (BUA). They are connected to both
bone mineral density and trabecular structure, therefore they don't
encugh discriminate for a good medical diagnosis.

We present a new approach based on methods applied in geophysics.
We consider the trabecular bone as a simple porous medium and the
best physical theoretical tool for sud: media is Biot Llleory Our study

oms:s!s in establishing new ull izing the
hil (F peu sizes). Thueﬁxe. we have

chosen to a l i quency, p ly defined by

Biot, this characteristic frequency ponding to a ition in the

hydrodynamic behavior,

For this purpose, ull ic speed and

been perl'ormod. ina lnrgc frequency range (60kHz - 1.2MHz) vnth

pairs of i Direct of porosity,

permeability and pore sizes have been obtained by independent ways.

In order to validate this method, ultrasonic measurements have been
performed on hydroxyapatite ceramics, These porous ceramics have
been manufactured with calibrated pore sizes (ceramics used for bone
prosthesis). Several pore sizes are tested and standard Biot model is
applied since the samples are homogeneous,

Finally, bovine calcaneus slices are characterized in vitro with these
new and results pared to the direct m 2
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CARACTERISATION PAR ULTRASONS A 50 MHz DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Bernard Pellaumail, Amena Saied et Geneviéve Berger

LIP, UMR CNRS 7623 Université Paris 6, 15 rue de I’école de Médecine, 75006 PARIS

L’arthrose est une des pathologies articulaires les plus répandues qui se caractérise par une
dégénérescence du cartilage articulaire. Ce tissu est un milieu anisotrope particuliérement
complexe, composé de cellules noyées dans une matrice de protéines constituée en partie de
fibres de collagéne dont I’organisation varie au sein du tissu. Les moyens actuels de dépistage
de I’arthrose utilisés en routine clinique (rayons X, échographie a 7.5 MHz et IRM) ne sont
pas capables de détecter les lésions précoces du cartilage avant I’apparition des douleurs et de
I’irréversibilité de la pathologie. Les rhumatologues souhaiteraient donc disposer d’un outil
non-destructif qui permette de distinguer a temps un cartilage articulaire pathologique d’un
sain et d’évaluer I’effet des différentes thérapies employées. L’échographie a haute fréquence
posséde les atouts nécessaires pour répondre a ce double défi. En effet, les ultrasons, sensibles
aux changements mécaniques permettent de détecter les modifications morphologiques et
structurales du cartilage induites par ’arthrose. Par ailleurs, cette technique détecte des
changements locaux dans le cartilage de I’ordre de la résolution axiale (25 pm a 50 MHz).
L’acquisition 3-D et la numérisation du signal radio fréquence permettent, en plus de
I’imagerie 2-D qualitative, la représentation de volume ou d’épaisseur et la mesure de
parameétres acoustiques en vue d’une discrimination objective entre les tissus sains et
pathologiques. A ces fins, nous avons étudié deux processus de modification du cartilage
chez le rat: un modéle d’arthrose (induite par I’injection d’un agent chimique) et la maturation
naturelle du tissu. Dans les deux projets, la mesure d’épaisseur par reconstruction 3-D et de la
variation en fréquence des coefficients de réflexion et de rétrodiffusion ont permis une
évaluation quantitative et objective (indépendante de 1’appareil de mesure) des modifications
débutantes et progressives du cartilage. Afin de mieux comprendre |’interaction
onde/cartilage, des mesures de la vitesse ultrasonore et de la variation en fréquence de
I’atténuation entre 25 et 70 MHz ont souligné que les ultrasons sont particuliérement
sensibles au contenu en collagéne et a I’orientation de ses fibres au sein du tissu. Nos résultats
montrent la capacité des ultrasons & SO0 MHz pour détecter des lésions dégénératives précoces
du cartilage et permettent d’envisager 1’évaluation de traitements pharmacologiques adéquats.
A terme, la haute fréquence nécessitera le développement d’un outil d’investigation par voie
intra-articulaire.

Bernard Pellaumail

Laboratoire d'Imagerie Paramétrique UMR CNRS 7623
15 rue de I'Ecole de Médecine

75006 PARIS

Tél: 01 44 41 49 72

Fax:0146335673

email: pellauma@idf.ext.jussieu.fr
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‘RESUME en francais

OBJECTIF : Les moyens actuels d’imagerie utilisés en clinique ne permettent de détecter que les stades tardifs
de la dégénérescence du cartilage induite par les pathologies articulaires. Notre équipe a montré les capacités de
I’échographie quantitative a 50 MHz (25 um de résolution) de détecter les lésions précoces et locales induites par
un modele d’arthropathie chez le rat. Le but du présent travail de thése est de comprendre Iinteraction de I’onde
ultrasonore avec le cartilage et de déterminer I’influence des constituants matriciels sur la propagation de I'onde
ultrasonore a haute fréquence.

MATERIEL ET METHODES : Les moyens utilisées sont I’étude & 50 MHz du cartilage rotulien de rat a
différents stades de sa maturation et aprés des processus de dégradation sélective des constituants. Les données
ultrasonores quantitatives (parameétres acoustiques estimés dans la bande passante 30-80 MHz) sont confrontées
aux résultats histologiques et biochimiques.

RESULTATS : Le collagéne semble influencer de fagon prépondérante la propaoanon ultrasonore. On a pu
mettre en évidence 'influence de 'orientation des fibres de collagéne sur la rétrodiffusion, du contenu en
collagéne sur la célérité et le coefficient intégral d’atténuation et du changement du diamétre des fibres sur la
variation de la dépendance en fréquence de atténuation. Nous avons montré que la variation du contenu en
protéoglycane n’induit pas de modifications du signal ultrasonore a haute fréquence.

CONCLUSION : Ces résultats innovants sont d’un grand intérét pour I’imagerie quantitative de haute résolution
du cartilage articulaire et permettent d’envisager I’utilisation de cette technique pour évaluer I’effet de molécules
thérapeutiques sur le cartilage et la biointégration de biomatériaux de réparation du cartilage.

TITRE en anglais

UTRASOUND CHARACTERIZATION (50 MHz) OF RAT PATELLAR CARTILAGE :
INFLUENCE OF MATRIX CONSTITUENTS ON ULTRASOUND WAVE PROPAGATION

RESUME en anglais

PURPOSE: Current clinical non-invasive imaging modalities allow the detection of advanced cartilage
degeneration stages induced by articular pathologies. Our group has shown that 50 MHz ultrasonography
(25-um-axial resolution) coupled with tissue characterization was sensitive to early and local lesions induced by
a experimental osteoarthritis in rat. The goal of the current work is to understand the interaction between
ultrasound (US) and cartilage and determme the influence of the tissue matrix constituents on US wave
propagation. '
MATERIALS AND METHODS: To this end, samples of rat patellar cartilage were explored at 50 MHz during
maturation process and after selective degradation of matrix constituents. US quantitative data (acoustic
parameters estimated in the 30-80 MHz bandwidth) were compared to histologic and biochemical findings.
RESULTS: Our results demonstrate that high frequency US wave propagation is affected by collagen. Apparent
integrated backscatter is sensitive to collagen fiber orientation. Speed of sound and integrated attenuation
coefficient are related to collagen content while changes in the frequency dependence of the attenuation is linked
to changes in collagen fiber diameter, However changes in proteoglycan content do not have any effect on US
wave propagation.

CONCLUSION: Current original findings indicate that high resolution quantitative ultrasonography is of a great
interest for the characterization of articular cartilage and suggest that this technique may be helpful for the
quantitative-evaluation of pharmacological treatment effects and biointegration: of biomaterials used for cartilage
repair.
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