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RESUME

L’arthrose est I’'une des maladies causant le plus de douleur et d’invalidité¢ aupres de millions de
personnes. En effet, selon 1’Organisation des Nations unies, 130 millions de personnes dans le
monde souffriront d’arthrose, dont 40 millions seront sévérement invalides suite a la maladie.
Connue comme la forme la plus commune d’arthrite, elle est caractérisée par la détérioration du
cartilage articulaire, dont 1’articulation la plus touchée est le genou. Malheureusement, I’arthrose
du genou est souvent diagnostiquée lorsque des lésions séveres du cartilage articulaire sont
présentes. A ce stade avancé de la maladie, les possibilités de traitements sont limitées. Néanmoins,
puisque ’arthrose est une maladie qui se développe au fil des décennies, elle offre une large plage
de temps pour en altérer son cours. Ainsi, la détection de 1’état du cartilage articulaire a un stade
préarthrosique permettra un diagnostic précoce des lésions articulaires pour entamer des
traitements efficaces a un stade peu avancé de la maladie. Par conséquent, il y a toujours un besoin
urgent de concevoir un dispositif médical permettant 1’évaluation précoce et fiable de 1’intégrité

du cartilage articulaire.

Depuis plus d’une décennie, notre groupe de recherche s’est intéressé a cette problématique. Au fil
des années, nos chercheurs ont étudié les propriétés électromécaniques du cartilage articulaire,
nommés potentiels d’écoulement. Ce phénoméne, qui consiste a des potentiels électriques générés
suite au chargement du cartilage, a conduit a la conception d’un dispositif médical, I’ Arthro-BST.
Ce dispositif est une sonde arthroscopique munie d’un embout de 37 microélectrodes, permettant
de mesurer ces potentiels d’écoulement. De nombreuses recherches ont démontré que les potentiels
d’écoulement refletent la structure, la fonction et la composition du cartilage ainsi que d’étre
sensible a la dégradation de ce dernier. Cette technique permet donc de diagnostiquer de facon
précise les anomalies du cartilage et donc d’innover la caractérisation de ce tissu. Toutefois,
I’ Arthro-BST demeure un outil de mesure des potentiels d’écoulement générés lors de la
compression du cartilage. L’objectif général de cette thése est donc, de transformer le dispositif

actuel en un outil précis de classification de la qualité du cartilage articulaire.

Tout d’abord, la premiere étude expérimentale visait & examiner la corrélation du paramétre
quantitatif (QP) de 1’Arthro-BST avec des techniques conventionnelles de caractérisation du
cartilage humain. Bien que plusieurs études antérieures aient démontré la corrélation des potentiels

d’écoulement avec les propriétés histologiques, biochimiques ou mécaniques du cartilage
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provenant d’articulations animales, il était essentiel d’étudier des tissus humains pour permettre
une application clinique. Des mesures électromécaniques non destructives, a 1’aide de 1’ Arthro-
BST, ont d’abord été effectuées sur des surfaces articulaires entieres, provenant de genoux
cadavériques humains. Ensuite, des biopsies ont été extraites de ces échantillons afin d’y effectuer
des analyses histologiques, biochimiques et mécaniques. Les résultats de cette étude ont démontré
que le paramétre électromeécanique correle fortement avec les scores histologiques et propriétés
mécaniques du cartilage humain alors qu’une faible corrélation avec le contenu en protéoglycanes
et en eau du cartilage a été observée. La forte corrélation entre le parametre électromécanique et
les scores histologiques suggere que les potentiels d’écoulements reflétent exactement la qualité
du tissu et I’intégrit¢é du réseau de collagéne. De plus, la forte corrélation des propriétés
électromécaniques avec les propriétés mécaniques démontre que les potentiels d’écoulement

représentent effectivement les propriétés fonctionnelles du cartilage.

Par la suite, la seconde étude expérimentale visait & examiner la capacité du dispositif
¢lectromécanique, ainsi qu’une technique d’indentation automatisée (développée par la compagnie
Biomomentum), a caractériser des surfaces articulaires humaines entiéres rapidement et d’une
maniere non destructive afin de détecter la dégénération précoce du cartilage. En effet, on a étudié
la capacité du dispositif électromécanique a détecter efficacement 1’état du cartilage ainsi que
d’examiner sa rapidité a fournir les données électromécaniques. Pour ce faire, les échantillons ont
été analysés de maniére macroscopique, ¢électromécanique, mécanique et en mesurant 1’épaisseur
du cartilage cartographiquement. Subséquemment, des biopsies ont été extraites de régions
macroscopiquement saines et dégénérées a des fins histologiques, biochimiques et de compression
non confinée. L’analyse macroscopique a permis de définir trois régions distinctes sur chaque
surface articulaire : la région 1 était macroscopiquement dégénérée, la région Il était
macroscopiquement normale mais adjacente a la région | et la région I11 était le reste de la surface
macroscopiquement normale. Chaque biopsie extraite a été assignée a une des trois régions et des
analyses statistiques ont permis de révéler la sensibilité de chacune de ces caractérisations. Les
résultats ont démontré que seuls les paramétres ¢électromécaniques, obtenues par 1’ Arthro-BST, et
mécaniques, obtenues par la technique d’indentation automatisée, permettaient de distinguer
efficacement entre les régions II et I1, soit d’identifier 1’altération précoce du cartilage articulaire.
Ces techniques ont montré non seulement une sensibilité supérieure aux techniques

conventionnelles (histologiques ou biochimiques), mais elles étaient aussi bien plus rapides. Ainsi,
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grace a ces résultats prometteurs, ces deux techniques cartographiques pourraient étre utilisées pour
des études expérimentales telles que des études sur la réparation du cartilage, ou des surfaces
articulaires entiéres peuvent étre évaluées rapidement et de maniere non destructive ou pour une

utilisation clinique en utilisant la sonde electromecanique.

Finalement, grace aux résultats encourageants de ces deux premieres études expérimentales, la
transition du dispositif en un outil de classification de la qualité du cartilage articulaire était
évidente. Tout d’abord, il est important de mentionner la volonté a traduire les propriétés
électromécaniques obtenues par la sonde en un langage compréhensible par les orthopédistes.
Parmi les systémes de caractérisation macroscopique, le score de I’International Cartilage Repair
Society (ICRS), nommé score ICRS, a été choisi. Ce score ICRS se fonde sur la profondeur des
Iésions du cartilage articulaire et est représenté par une échelle nominale de 0 a 4. Malgreé la
subjectivité de ce score, il est largement utilisé par les arthroscopistes. Ainsi, il a été convenu que
le parametre électromécanique sera converti en un score électromécanique analogue au score ICRS,
soit représenté sur une échelle continue allant de 0 a 4. Pour ce faire, une base de données
électromécaniques du cartilage sain a été développée afin d’établir une référence au parametre
électromécanique. Comme suite a cela, un examen approfondi des propriétés électromécaniques
en fonction de la dégénération du cartilage (se fondant sur le score ICRS) a été fait sur 100 surfaces
articulaires provenant de remplacement total de genoux. Ensuite, une analyse statistique de 1’effet
des caractéristiques propres au patient et de I’emplacement spécifique de la mesure sur les
propriétés électromécaniques a été effectuée. Cette analyse a révélé que seul 1’emplacement
specifique de la mesure a un effet sur les propriétés électromécaniques. Ainsi, il est critique de
considérer cette information lors du développement du score électromécanique. Finalement, une
vérification sur des surfaces articulaires, présentant des lésions a différents stades de dégénération,
a montré que le score électromécanique permettait non seulement, de distinguer des Iésions non

détectables macroscopiguement, mais également de classifier plus précisément les lésions.

Pour conclure, cette nouvelle fonctionnalité de classification a été implémentée dans 1’ Arthro-BST.
En dépit des limitations, telles que la longue période de conservation des surfaces articulaires
cadavériques et I’incapacité a diagnostiquer de maniére autonome du cartilage normal ou trés
dégénéré (amincissement du cartilage), ce projet permet de révolutionner la caractérisation du
cartilage articulaire d’une maniére objective et quantitative. Cet outil est essentiel pour prévenir,

mieux traiter et caractéeriser efficacement le cartilage articulaire. De plus, un projet en cours et



complémentaire & celui-ci a pour objectif général de rendre 1’algorithme de classification
complétement autonome en analysant les signaux bruts de potentiels d’écoulement du cartilage

articulaire afin de différencier un cartilage visuellement normal ou anormalement mince.

Mots-clés : Cartilage articulaire, genou, potentiel d’écoulement, électromécanique, diagnostic,

humain



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is the most common form of disease causing pain and disability in millions of
people. Indeed, according to the United Nations, 130 people in the world will suffer from
osteoarthritis, of which 40 million will be severely disabled as a result of the disease. Known as
the most common type of arthritis, OA is characterized by the degeneration of the articular
cartilage. The knee is one of the joints most commonly affected by OA. Unfortunately, OA in the
knee is often diagnosed when severe cartilage lesions (up to the bone) are present. In late-stage
OA, treatment options are limited. Nevertheless, since OA is a disease that develops over decades,
it offers a wide range of time to alter its course. Thus, the detection of cartilage quality at a pre-
osteoarthritic stage will allow to initiate effective treatments at an early stage of the disease.
Therefore, there is still an urgent need to design a tool providing quantitative and reliable evaluation

of cartilage integrity.

For more than a decade, our research group has been interested in this issue. Over the years, our
researchers have studied the electromechanical properties of articular cartilage, called streaming
potential. This phenomenon, which consists of electrical potentials generated by cartilage loading,
led to the design of a medical device, the Arthro-BST. This device is an arthroscopic probe, with
37 microelectrodes lying on its semi-spherical indenter tip, making it possible to measure these
streaming potentials. Numerous studies have shown that streaming potentials reflect the structure,
function and composition of cartilage as well as being sensitive to cartilage degeneration. This
technology makes it possible to accurately diagnose cartilage abnormalities and therefore, innovate
the evaluation of this tissue. However, the Arthro-BST remains a tool for measuring compression-
induced streaming potentials of cartilage. Thus, the general objective of this thesis is to transform

the current device into a precise grading tool for cartilage quality.

The first experimental study aimed at examining the correlation of the quantitative parameter (QP)
of the Arthro-BST with conventional techniques of human cartilage assessment. Although several
previous studies have demonstrated the correlation of streaming potentials with histological,
biochemical or mechanical properties of cartilage in animal models, it was essential to study human
tissues for clinical application. Non-destructive electromechanical measurements using the Arthro-
BST were first performed on entire articular surfaces from human cadaveric knees. Osteochondral

cores were harvested from these samples for histological, biochemical and mechanical
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assessments. The results of this study demonstrated that the electromechanical QP correlates
strongly with the histological and mechanical properties of human cartilage while a low correlation
with the content of proteoglycans and water was observed. The strong correlation between the
electromechanical QP and the histological scores suggested that the streaming potentials accurately
reflects the quality of the tissue and the integrity of the collagen network. Moreover, the strong
correlation of the electromechanical properties with the mechanical properties demonstrated that

the streaming potentials represent the functional properties of the cartilage.

Subsequently, the second experimental study aimed to examine the capacity of the
electromechanical device, as well as an automated indentation technique (developed by
Biomomentum), to characterize entire human articular surfaces rapidly and non-destructively to
distinguish between early degenerated and healthy articular cartilage. Effectively, we studied the
ability of the electromechanical probe to accurately evaluate cartilage quality and the rapidity in
which electromechanical data were obtained. To do this, the samples were mapped
macroscopically, electromechanically, mechanically and by measuring cartilage thickness. Then,
osteochondral cores were harvested from macroscopically healthy and degenerated areas for
histological, biochemical and unconfined compression assessments. The macroscopic
characterization allowed defining 3 distinct regions on each articular surface: region | was
macroscopically degenerated, region Il was macroscopically normal but adjacent to regions I and
region 111 was the remaining normal articular surface. Each osteochondral core was assigned to one
of the 3 regions and statistical analyses made it possible to reveal the sensitivity of each of these
characterizations. The results demonstrated that only the electromechanical parameters obtained
by the arthroscopic probe and the mechanical parameters obtained by the automated indentation
technique allowed to distinguish early cartilage degeneration that appears visually normal but is
adjacent to a defect. These techniques have not only shown superior sensitivity in regard to
conventional techniques (histological or biochemical) but were also much faster. Thus, with these
promising results, these two mapping techniques could be used in research such as cartilage repair
studies where entire articular surfaces could be rapidly and non-destructively assessed or for

clinical cartilage assessment using the electromechanical probe.

Taken together, the encouraging results of these two experimental studies revealed the diagnostic
potential of the Arthro-BST and motivated its further development into a grading tool for articular
cartilage quality. First, it is important to mention that to be clinically useful, the current output of
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the device must be translated into a language easily implemented by surgeons. Among the existing
macroscopic classification systems, the International Cartilage Repair Society (ICRS) grade was
chosen. This grading system is based on cartilage lesion severity and is represented by a nominal
scale of 0 to 4. Despite the subjectivity of this score, it is widely used by arthroscopists. Thus, it
was agreed that the electromechanical QP would be converted into an electromechanical score
analogous to the ICRS grade, which means being represented on a continuous scale ranging from
0 to 4. To do this, an electromechanical database of healthy cartilage was built to establish a
baseline for the electromechanical QP. Following this, an examination of the electromechanical
properties in function of cartilage degeneration (based on the ICRS score) was performed on 100
articular surfaces issued from patients undergoing total knee replacement surgeries. Statistical
analysis on the effect of patient-specific and location-specific characteristics on the
electromechanical QP was conducted. This analysis revealed that electromechanical properties
were not affected by patient-specific characteristics within each ICRS grade, but were significantly
different across the articular surface. Thus, it is crucial to consider the location-specific information
during cartilage evaluation to provide an accurate diagnostic. The relationship between the
electromechanical QP and the ICRS grade was established to construct a continuous and
quantitative electromechanical score analogous to ICRS grade. Finally, the reliability of this novel
score was assessed by comparing it with ICRS grade on a subset of human articular surfaces. The
electromechanical score not only made it possible to distinguish cartilage lesions not detected

macroscopically but also offered more accurate grading of the lesions.

To conclude, this new grading functionality has been implemented in the Arthro-BST. Despite
limitations such as the extended period of preservation of cadaveric articular surfaces and the
inability to independently diagnose normal or much degenerated cartilage (cartilage thinning), this
project revolutionizes the assessment of this tissue by being objective and guantitative. This tool is
essential to prevent, improve treatment and evaluate accurately articular cartilage. In addition, an
ongoing project and complementary to this one has the overall objective of making the grading
algorithm completely autonomous by analyzing the raw signals of compression-induced streaming
potentials of cartilage to differentiate visually normal and severely degraded cartilage due to

cartilage thinning.

Keywords: Articular cartilage, knee, streaming potential, electromechanics, diagnostic, human
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CHAPITRE1 INTRODUCTION

Le cartilage articulaire est un tissu trés complexe qui recouvre les extrémités des os dans les
articulations diarthroidales. Ce tissu est dépourvu de vascularisation et de nerfs et posséde donc
des capacités limitées de réparation (Buckwalter & Mankin, 1998a). Par conséquent, des
dommages au cartilage articulaire peuvent initier la dégénération du tissu et favoriser le
développement de I’arthrose (Lotz & Kraus, 2010). Cela étant dit, I’arthrose est une maladie
dégénérative du systeme musculo-squelettique touchant des millions de personnes dans le monde
entier (Litwic et al., 2013). Cette maladie se caractérise par une altération lente du cartilage
articulaire. Aussi prévalente soit-elle, aucune évaluation quantitative de 1’état de santé du cartilage
articulaire n’est, a ce jour, revendiquée comme référence absolue (Spahn et al., 2013). En effet, les
procédures diagnostiques conventionnelles se rapportent a 1’examen de clichés radiographiques,
des images de résonance magnétique ou par I’évaluation directe et qualitative du tissu a travers une
procédure arthroscopique. Plus recemment, les procédures diagnostiques développées consistent a
évaluer des images de résonance magnétique obtenues par des modalités raffinées (Peterfy et al.,
2004; Wheaton et al., 2005), des images ultrasonores (Liukkonen et al., 2014; Podlipska et al.,
2013; Sun et al., 2015; Viren et al., 2009), des techniques spectroscopiques (Afara et al., 2014;
Spahn et al., 2010) ou des images tomographiques (Lakin et al., 2013; Xie et al., 2006). Or, aucune
de ces techniques ne permet de quantifier directement les propriétés fonctionnelles du cartilage. En
effet, le rdle principal du cartilage articulaire est d’assurer un minimum de friction dans
I’articulation et une répartition des forces générées vers les os. Ainsi, I’évaluation quantitative de
la capacité fonctionnelle du cartilage est primordiale pour développer une technique de diagnostic

hors pair.

Notre groupe de recherche étudie les propriétés électromécaniques du cartilage depuis plus d’une
dizaine d’années. Les propriétés électromécaniques proviennent d’un phénoméne d’échange
tissulaire, soit le potentiel d’écoulement. Ce potentiel d’écoulement tient origine de la nature méme
du cartilage articulaire. Effectivement, le cartilage est composé de protéoglycanes chargés
négativement et entrelacées dans un réseau de fibres de collagene, baignant dans le fluide
interstitiel et présentant un exces d’ions mobiles chargés positivement pour maintenir
I’¢lectroneutralité du tissu. Dans un état d’équilibre, soit en absence de chargement mécanique, la

distribution de ces charges électriques ne génére aucun champ électrique macroscopique. Par



contre, lors d’un chargement mécanique, des potentiels électriques sont induits par le déplacement
des charges mobiles positives du fluide par rapport aux charges négatives immobiles de
protéoglycanes. A la lumiére des recherches, les propriétés électromécaniques du cartilage se sont
aveérées non seulement représentatives de ses propriétés fonctionnelles, mais également de ses
propriétés structurelles (Buschmann & Grodzinsky, 1995; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002).
Dans cette perspective, un dispositif médical a été développe, a travers deux projets de doctorat
(Garon, 2007; Quenneville, 2006), pour I’évaluation quantitative du cartilage articulaire du genou
humain. Ce dispositif médical mesure les propriétés électromécaniques durant une procedure

arthroscopique.

Cela dit, le genou est I’articulation d’intérét de ce travail. En effet, I’arthrose du genou, aussi appelé
gonarthrose, est notoire et entraine de lourdes conséquences sur le plan des incapacités
fonctionnelles et motrices (Cross et al., 2014). Ainsi, 1’objectif général de ce projet est donc de
transformer le dispositif actuel en un outil de diagnostic quantitatif de la dégénération du cartilage
de surfaces articulaires du genou humain. Un premier objectif était d’examiner la corrélation des
propriétés électromécaniques avec des techniques conventionnelles telles que I’histologie, la
biochimie et la mécanique. Un second objectif était d’obtenir la sensibilit¢ du paramétre
¢lectromécanique dans la dégénération précoce du cartilage qui n’est pas détectable par les
techniques conventionnelles. Finalement, le troisieme objectif vise a développer une banque de
données des propriétés électromécaniques du cartilage provenant de surfaces articulaires saines du
genou et a développer un algorithme de diagnostic se fondant sur les propriétés électromécaniques
en fonction de la dégénération du cartilage. Cela implique évidemment 1’étude de la robustesse de

cette fonctionnalité diagnostic du cartilage articulaire.

Organisation de la these

Cette thése compte six chapitres. Le premier chapitre passe en revue la littérature nécessaire a la
compréhension des connaissances actuelles du projet. Le second chapitre, quant a lui, aborde la
rationnelle du projet et les objectifs spécifiques qui permettent de vérifier les hypotheses
scientifiques. Les trois chapitres subséquents constituent le noyau du travail en présentant des
articles scientifiques qui répondent aux objectifs établis précédemment. Le troisieme chapitre traite
le premier article scientifique intitulé « Non-Destructive Electromechanical Assessment (Arthro-

BST) of Human Articular Cartilage Correlates with Histological Scores and Biomechanical



Properties » publié dans la revue Osteoarthritis and Cartilage. Cette étude examine la corrélation
des propriétés électromécaniques avec les techniques conventionnelles d’histologie, de biochimie
et de tests mécaniques en compression non confinée du cartilage articulaire provenant de genoux
humains cadavériques. Le quatrieme chapitre comprend le second article intitulé
« Electromechanical Probe and Automated Indentation Maps are Sensitive Techniques in
Assessing Early Degenerated Human Articular Cartilage » publié dans la revue Journal of
Orthopedic Research. Cet article analyse la sensibilité a détecter la dégénération précoce du
cartilage articulaire humain gréace a deux techniques de cartographie, soit la sonde arthroscopique
mesurant les propriétés électromécaniques (faisant 1’objet de cette thése) et une technique
d’indentation automatisée développée par la compagnie Biomomentum Inc. Le cinquiéme chapitre
présente le troisieme article scientifique intitulé « Development of an Electromechanical Score to
Assess Human Knee Articular Cartilage Degeneration » soumis au journal Annals of Biomedical
Engineering. Cet article expose le processus de développement de la fonctionnalité diagnostic de
I’Arthro-BST ainsi que la vérification de sa fiabilité a diagnostiquer des surfaces articulaires
humaines présentant différents stades de dégénération du cartilage. Finalement, le sixieme chapitre
porte sur une discussion générale reliant les travaux et les résultats afin de mettre en perspective la
contribution scientifique de cette thése. Des recommandations sur la poursuite des recherches dans

le méme ordre d’idée sont présentées a la fin.



CHAPITRE2 REVUE CRITIQUE DE LA LITTERATURE

2.1 Cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est de type hyalin et se retrouve a la surface des os d’une articulation (Figure
2.1). C’est un tissu conjonctif hautement spécialisé d’une apparence lisse et translucide lorsqu’il
est sain. Le cartilage a comme rdle essentiel d’amortir et de répartir les forces tout en assurant un
bon glissement entre les parties osseuses articulaires avec un coefficient de friction tres bas. Ces
caractéristiques biomecaniques particulieres proviennent essentiellement de la composition et de

la structure du tissu cartilagineux.
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Figure 2.1: Schéma représentant le cartilage articulaire du genou

2.1.1 Composition du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est composé de cellules spécialisées, soit de chondrocytes, et d’une matrice
extracellulaire (MEC). C’est un tissu absent de vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que de
nerfs. Contrairement a d’autres tissus mous, il est relativement hypocellularise. Seulement 1% du
volume total de cartilage est représenté par les chondrocytes qui produisent la MEC, ce réseau
moléculaire hautement organisé, qui offre au cartilage ses propriétés mécaniques exceptionnelles

(Buckwalter & Mankin, 1998b). Les composants principaux de la MEC sont: I’eau et les



macromolécules, telles que des collagénes, des protéoglycanes et des protéines non collagéniques
(Buckwalter & Mankin, 1998b). Le contenu en eau du cartilage peut correspondre jusqu’a 60 a
80% de son poids humide alors que les macromolécules contribuent aux 20 a 40% restant
(Buckwalter & Mankin, 1998b). Les protéoglycanes sont des molécules formées par une protéine
porteuse a laquelle sont branchées des molécules de glycosaminoglycanes (GAG) et de longues
chaines disaccharidiques de chondroitine-sulfate et de kératine-sulfate. Les GAG sont des

molécules chargées négativement en raison des sulfates carboxyles (Figure 2.2).
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Figure 2.2: Schéma représentant une molécule de protéoglycane et de glycosaminoglycane

chargée négativement composée de chaines de chondroitine-sulfate et de kératine-sulfate

Un autre composant de la matrice extracellulaire est le collagéne qui est assemblé en un réseau trés
structuré et intégre dans le cartilage (Buckwalter & Mankin, 1998b). Le collagéne spécifique du
cartilage est de type Il (Huber et al., 2000). Les protéoglycanes ont la capacité de former de larges
agrégats et se lient aux molécules d’eau du tissu environnant afin de provoquer un gonflement du
cartilage. D’autre part, le réseau de fibres de collagene résiste a ce gonflement en créant une
pression osmotique a I’intérieur du cartilage, aidant ainsi a distribuer les forces et augmenter la

durabilité du cartilage (Huber et al., 2000).



2.1.2 Structure et intégrité du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est divisé morphologiquement en quatre zones (Figure 2.3):

1. Lazone superficielle

2. La zone transitionnelle
3. Lazone profonde
4

La zone calcifiée

ZONE SUPERFICIELLE

CHONDROCYTES

el
COLLAGENE

ZONE TRANSITIONNELLE

ZONE PROFONDE

ZONE CALCIFIEE
| 0s sous-CHONDRAL

0S TRABECULAIRE

Figure 2.3: Schéma représentant la structure organisationnelle du cartilage articulaire, soit la zone
superficielle, la zone transitionnelle, la zone profonde et la couche calcifiée

Ces différentes couches du cartilage correspondent a des teneurs distinctes des composants de la
matrice extracellulaire et a une organisation variable des fibres de collagéne dans chaque couche.
Une telle organisation suggere que les fibres de collagéne sont structurées en arceaux dont les
extrémités s’ancrent dans la couche calcifiée et dont la courbure se situe dans les couches

tangentielles et superficielles formant ainsi une armature au tissu cartilagineux.

La zone superficielle posséde la moins grande concentration en protéoglycanes alors que les fibres
de collagéne sont denses et placées de maniére tangentielle a la surface du cartilage (Hunziker et
al., 2002). Les chondrocytes sont alignés avec les fibres de collagéne et possedent une apparence
allongée et plate (Jasin, 1995). La zone tangentielle présente une concentration un peu plus élevée
en protéoglycanes, les fibres de collagéne sont plus épaisses et orientées de maniere plus aléatoire.

De plus, les cellules ont une apparence plus ronde (Hunziker et al., 2002). La zone profonde, quant



aelle, est caractérisée par des fibres de collagéne les plus épaisses et orientées perpendiculairement
a l’interface os-cartilage. La concentration en protéoglycanes est également la plus grande. Les
chondrocytes ont une apparence plus ronde et forment des colonnes alignées aux fibres de
collagene (Hunziker et al., 2002). De plus, il existe un gradient du contenu en eau dépendant de la
profondeur, qui est inversement proportionnel a la distribution de protéoglycanes. Ce gradient en
contenu en eau passe de son maximum dans la zone superficielle a son minimum dans la zone
profonde (Aydelotte & Kuettner, 1988). La zone calcifiée représente une interface entre le cartilage
et I’os sous-chondral et elle est constituée de cartilage calcifié. Cette limite de la calcification est
définie par la présence d’une ligne bordante ondulée et hyperminéralisée et cette zone calcifiée

possede des chondrocytes hypertrophiés (Hwang et al., 1990).

2.2 Dégenération du cartilage

La structure et la composition du cartilage changent constamment avec I’environnement mécanique
(Arokoski et al., 2000). De plus, compte tenu que le cartilage articulaire soit dépourvu de vaisseaux
sanguins, de vaisseaux lymphatiques et de nerfs, il possede des capacités de régénération tres
limitées. Ainsi, il est trés probable que ce tissu soit affecté par des maladies dégénératives. Des
facteurs tels que des traumatismes, des blessures, une anomalie d’alignement articulaire, 1’obésité,
le vieillissement ou la présence d’inflammation dans ’articulation peuvent compromettre la santé
du cartilage articulaire (Heidari, 2011). Ces facteurs entrainent des contraintes anormales sur le
cartilage et des processus metaboliques irréguliers qui culminent éventuellement vers 1’arthrose,
une maladie dégénérative du systeme musculo-squelettique, caractérisée par une dégradation du
cartilage articulaire. L arthrose est la forme la plus commune de maladies des articulations dans le
monde (Oliveria et al., 1995). Toutes les articulations peuvent y étre affectées, mais I’arthrose du
genou (gonarthrose) reste celle qui entraine le plus gros fardeau sur la société. A ce jour, ’arthrose
est considérée comme une maladie impliquant I’articulation entiére, incluant des changements au

niveau du cartilage, de I’0s, de la membrane synoviale et des tissus mous environnants (Figure 2.4).
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Figure 2.4: Structures de I’articulation du genou affectées par I’arthrose. Le panneau gauche

montre une articulation saine. Le panneau droit montre une articulation arthrosique. Source :
adapté de de Boer, 2012

2.2.1 Caractéristiques macroscopiques de I’arthrose

L’arthrose est caractérisée par une dégradation du cartilage articulaire qui consiste a la présence de

fibrillation et de fissures jusqu’a 1’érosion du tissu (Bullough, 2004) (Figure 2.5). De plus, le

cartilage articulaire devient plus mou en raison d’une perte de protéoglycanes et d’intégrité du

réseau de fibres de collagéne. Ainsi, la progression générale de 1’arthrose est définie comme suit

(Pritzker et al., 2006) :

a) Dans les premiers stades de 1’arthrose, des fibrillations superficielles sont présentes et des

fissures microscopiques s’étendent de la surface du cartilage a la zone superficielle.



b) Avec la progression de la maladie, ces fissures s’étendent plus profondément dans le tissu
formant ainsi de larges fissures verticales.

c) Ces fissures s’étendent et se croisent créant ainsi des fragments dans la zone superficielle
du cartilage. Ces fragments sont ensuite délamineés de la zone tangentielle par des forces de
cisaillement. Ainsi, le tissu sous-jacent continu de s’éroder avec la progression de la
maladie.

d) Dans les derniers stades de la maladie, le cartilage est complétement usé jusqu’a voir la

présence de la couche calcifiée et méme 1’0s sous-chondral.

Figure 2.5: Caractéristiques macroscopiques de la dégénération du cartilage articulaire. A)

Présence de fibrillation sur le tibial plateau B) Présence de fissures sur la patella C) Présence

d’érosion du cartilage sur le distal fémur

2.2.2 Changements structurels et compositionnels

L’arthrose est caractérisée par des changements structurels et compositionnels du cartilage
articulaire (Figure 2.6). Le contenu en protéoglycanes semble étre maintenu dans les premiers
stades de la maladie, mais il y a une perte progressive de protéoglycanes en fonction de la
progression de la maladie (Saarakkala et al., 2010). En effet, la longueur de la protéine porteuse est
réduite a cause d’une dégradation protéolytique. Ainsi, une plus grande proportion de

protéoglycanes est libre des complexes hyaluroniques et les chaines sulfatées de
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glycosaminoglycanes sont altérées (Inerot et al., 1978). Ces modifications au niveau de la structure
et composition des protéoglycanes dues a la progression de la maladie, conduisent vers un
changement significatif de la densité de charges fixes et ainsi, vers une augmentation de la
perméabilité de la matrice extracellulaire lorsque le cartilage est dégradé (Palmer et al., 2006). De
plus, au niveau du réseau de collagene, I’arthrose est caractérisée par une dégradation de ce réseau
a la surface du cartilage (Saarakkala et al., 2010). Ensuite, avec la progression de la maladie, cette
dégradation continue plus profondément dans le tissu entrainant une perte de I’organisation du
réseau de collagéne dépendante de la profondeur (Hollander et al., 1995). Malgré cette dégradation
dans 1’organisation du réseau de collagéne, le contenu en collagéne n’est pas affecté jusqu’aux
derniers stades de la maladie (Saarakkala et al., 2010). Depuis des décennies, plusieurs études
histologiques ont démontré un changement significatif dans la structure et le contenu des
protéoglycanes en présence d’arthrose (Malemud, 1991; McDevitt & Muir, 1976). Au niveau des
chondrocytes, lors des premiers stades de la maladie, les cellules semblent intactes et maintiennent
leur morphologie qui dépend de la profondeur du cartilage. Cependant, il peut avoir un
commencement de prolifération et d’hypertrophie des cellules et méme une mort cellulaire
(Pritzker et al., 2006). En fonction de la progression de la maladie, ces irrégularités s’accentuent et

les cellules deviennent plus desorganisées (Pritzker et al., 2006).

Cartilage normal Cartilage dégénéré
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Collagéne

Protéoglycanes Protéoglycanes

Contenu normal en protéoglycanes
et en fibres de collagéne

Perte du contenu en protéoglycanes
et degradation des fibres de collagéne

Figure 2.6: Changements au niveau de la structure et composition du cartilage articulaire avec la

dégenération
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2.3 Evaluation du cartilage articulaire

Plusieurs techniques permettent d’évaluer et de diagnostiquer la dégénération du cartilage
articulaire. Ces fins d’évaluation sont basées principalement sur la radiographie, I’imagerie par
résonance magnétique, la tomodensitométrie et 1’échographie. Ces techniques sont plutot
considérées de premiére ligne, car elles sont non invasives et permettent au chirurgien de visualiser
et d’évaluer grossierement le cartilage articulaire. Par contre, I’arthroscopie est une technique de
seconde ligne qui permet une évaluation plus poussée, mais invasive, car elle offre une visualisation

directe du cartilage articulaire.
2.3.1 Evaluations non invasives

2.3.1.1 Radiographie

La radiographie a rayons X est la méthode d’évaluation la plus conventionnelle et la plus utilisée
en raison de son faible co(t et de sa grande disponibilité (Ravaud et al., 1999). Or, la radiologie
conventionnelle évalue mal les tissus mous, soit le cartilage, contrairement aux structures osseuses.
Ainsi, les clichés radiographiques du genou permettent d’évaluer indirectement 1’état du cartilage
articulaire a travers le rétrécissement de I’interligne articulaire, la présence d’ostéophytes et de
kystes sous-chondraux, la sclérose de 1’os sous-chondral au niveau des surfaces portantes, les
changements de forme de ’0s et les mal alignements (Rogers et al., 1990; Zhang et al., 2010).
Principalement, ces modifications sont notées par un systeme standard nommeé le score de Kellgren
et Lawrence (Kellgren & Lawrence, 1957). C’est une échelle de cing catégories, soit le grade 0 qui
définit une articulation normale; le grade 1 qui est caractérisé par le début de formation
d’ostéophytes sur les proéminences; le grade 2 qui définit une diminution modérée de I’interligne
articulaire et une sclérose modérée de 1’os sous-chondral; le grade 3 qui représente une diminution
de plus de 50% de D’interligne articulaire, une sclérose avancée de 1’0os sous-chondral et une
quantité importante d’ostéophytes; finalement le grade 4 qui est caractérisé par une destruction de
I’articulation, un pincement important de I’interligne articulaire, la présence de kystes sous-
chondraux et un désalignement de 1’articulation (Figure 2.7). Cependant, la radiologie présente
plusieurs désavantages comme son incapacité a évaluer directement le cartilage articulaire ou

d’autres tissus mous et a évaluer 1’articulation en trois dimensions. De plus, plusieurs auteurs
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s’entendent sur le manque de corrélation entre les symptomes de I’arthrose et les signes

radiographiques (Hannan et al., 2000; Teichtahl et al., 2008).

SCORE DE KELLGREN ET LAWRENCE

Grade O Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Radiographie Ostéophyte = Ostéophyte Ostéophyte Pincement

normale de net sans net et sévere de
signification = modification diminution de  l'interligne
douteuse  de l'interligne  l'interligne  articulaire et
articulaire articulaire  sclérose de I'os

sous-chondral

Figure 2.7: Score radiographique de Kellgren et Lawrence tenant compte a la fois des ostéophytes

et du pincement de I’interligne articulaire. Source : adapté de Cooper et al., 1998

2.3.1.2 Imagerie par résonance magnetique

L’imagerie par résonance magnétique (IRM), quant a elle, permet de visualiser I’articulation du
genou en trois dimensions. Par ailleurs, elle permet une évaluation directe du cartilage, des os et
des structures intra et extra articulaires. En revanche, I’IRM cofite plus cher que la radiographie,
mais elle est plus sensible aux changements morphologiques survenant dans I’articulation causés
par la maladie (Koster et al., 2011). Par contre, les changements morphologigues ne permettent pas
de détecter précocement I’arthrose, car ces changements (amincissement du cartilage ou présence
de Iésions) ne sont pas toujours présents dans les premiers stades de la maladie (Zhang et al., 2013).
Des nouvelles modalités d’imagerie mesurant la composition biochimique du cartilage plutdt que
des mesures de volume (épaisseur) ont démontré des résultats prometteurs. En effet, I'IRM se base
sur la présence de protons d’hydrogéne dans les tissus imagés et de leurs propriétés magnétiques
(Moonen et al., 1990). 11 s’agit d’observer la réponse de ces protons d’hydrogene lorsqu’ils sont
soumis a un champ magnétique externe et a une excitation électromagnétique. L’excitation des
protons se fait selon des séries successives d’impulsions radiofréquences (RF) appelées

« séquences d’excitation ». Le temps de I’écho (TE) est I’intervalle de temps entre I’excitation et
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le recueil du signal et le temps de répétition (TR) est I’intervalle de temps écoulé entre deux
excitations. Selon les parametres TE et TR, plusieurs pondérations sont possibles, entre autres les
pondérations p, T2 et T1, qui permettent d’identifier les tissus avec un niveau de contraste différent.
Ainsi, ’IRM est sensible aux changements dans le contenu en eau et donc, a I’hydratation du tissu.
La technique est donc capable de mesurer le fluide interstitiel qui augmente dans les premiers
stades de la maladie et qui diminue avec 1’aggravation de la maladie. Ce changement au niveau du

fluide peut étre observé a travers les pondérations T2 et T1 (Mathur-De Vre, 1984).
Pondération T2

La pondération T2 est obtenue grace a un long TR et un long TE et est sensible a I’hydratation du
tissu et a sa composition biochimique. En effet, I’'immobilisation des molécules d’eau dans le
cartilage par la matrice de collagéne-protéoglycanes favorise le temps de relaxation T2. Ainsi, cela
rend le cartilage moins intense dans les images pondérées en T2 alors que la mobilité des molécules
d’eau dans le liquide synoviale conserve leur haute intensité (Figure 2.8). Ceci étant dit, la
dégénération du cartilage caractérisée par une rupture du réseau de collagéne et une perte de
protéoglycanes augmentent la mobilité des molécules d’eau. Cela augmente donc I’intensité du
cartilage sur les images pondérées en T2 (Konig & van Kaick, 1987). De plus, le signal d’intensité
sera d’autant plus grand avec la progression de la dégénération, car il y a une augmentation du
contenu en eau (gonflement) accompagné d’une perte d’intégrité de la matrice extracellulaire du
cartilage (Lehner et al., 1989). Des études in vitro ont démontré clairement une corrélation entre
les mesures en pondération T2 et le contenu en eau du cartilage et I’intégrité de son réseau de
collagéne (Blumenkrantz & Majumdar, 2007; Mosher & Dardzinski, 2004). Par contre, la
corrélation entre les mesures en pondération T2 et le contenu en protéoglycanes demeure
controversée et reste a étre investiguée. Or, la dégradation des fibres de collagene apparait apres la
réduction du contenu en glycosaminoglycanes et ainsi la pondération T2 ne permet pas une

détection précoce de 1’arthrose.
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Figure 2.8: Cartographies IRM représentatives obtenues en pondération T2 d’un genou sain, d’un
genou faiblement dégénéré et d’un genou séveérement dégénéré. Les cartographies représentent le
score Z qui est converti comme suit : chaque compartiment du cartilage est référencé aux valeurs
normales de ce compartiment; les régions en jaune indiquent une augmentation de la valeur T2,
Les cartographies montrent une augmentation de 1’intensité du signal en pondération T2 avec la

dégenération. Source : adapté de Dunn et al., 2004

Pondération Tlp

La pondération T1p est obtenue en mesurant le temps de relaxation longitudinale dans le cadre
rotatoire et elle est reliée aux pondérations T1 et T2. La pondération T1p est bien adapté pour
évaluer le contenu en macromolécules du cartilage dans des champs statiques élevés (Akella et al.,
2001). Puisque le cartilage est constitué de protéoglycanes, qui est une macromolécule composée
de plusieurs chaines de glycosaminoglycanes, la pondération T1lp permet de bien détecter le
contenu en protéoglycanes du cartilage (Figure 2.9). Des études in vitro ont évalué la relation entre
le temps de relaxation T1p et la composition biochimique du cartilage (Blumenkrantz & Majumdar,
2007). Entre autres, une étude in vivo a démontré une augmentation des valeurs T1p dans le
cartilage de patients atteints d’arthrose comparativement a des patients sains (Li et al., 2005b;
Regatte et al., 2004).
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a) b)

Figure 2.9: Cartographies IRM représentatives obtenues en pondération T1p des condyles
postérieurs. (a) d’un patient sain agé¢ de 30 ans; (b) d’une patiente atteinte d’arthrose précoce agée
de 27 ans. Les valeurs moyennes T1p sont de 40.05 = 11.43 pour le patient sain et de 50.56 +
19.26 pour la patiente atteinte d’arthrose. Source : Blumenkrantz et al., 2007

Imagerie dGEMRIC

Une nouvelle modalité, nommée dGEMRIC, utilise un agent de contraste chargé positivement qui
s’accumulent dans le cartilage, qui lui est chargé négativement di a son contenu en
glycosaminoglycanes (Bashir et al., 1996). La technique se fait en pondération T1. En effet, une
des altérations dans le cartilage, dans les stades précoces de I’arthrose, est un changement de la
densité de charges fixes (FCD) dans le tissu en raison d’une diminution de la concentration des
GAGs (Figure 2.10). Ainsi, les changements dans le contenu en protéoglycanes du cartilage
peuvent étre détectés par des différences dans I’absorption de 1’agent de contraste chargé
positivement tel que le Gd-DTPA? (Bashir et al., 1996). Le principal désavantage de cette modalité
provient de ’utilisation d’un agent de contraste qui est injecté par intraveineuse qui augmente son
colt d’utilisation et qui peut potentiellement étre dangereux pour les patients ayant un
dysfonctionnement rénal. De plus, le temps d’examen est extrémement long puisqu’un délai est
requis pour atteindre un état d’équilibre entre le cartilage et ’agent de contraste. Ainsi, I’imagerie
par résonance magnétique permet une utilisation limitée dans le diagnostic de I’arthrose et des
1ésions du cartilage a cause de son prix trés €leve, des temps d’acquisition tres longs et de sa

disponibilité restreinte.
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Figure 2.10: Cartographies IRM représentatives obtenues en pondération T1 avec ajout d’agent
de contraste (lIGEMRIC). Le panneau de gauche représente un genou blessé et le panneau de
droit un genou sain. On observe une perte de protéoglycanes (cartographie rougeétre) dans le

genou blessé comparativement au genou sain (cartographie plutét verdatre). Source : adapté de

Kim et al., 2013

2.3.1.3 Tomodensitométrie

Une autre forme d’imageric médicale permettant d’examiner le cartilage articulaire non
invasivement est la tomodensitométrie. Le scanner est composé d’une source de voltage (tube) qui
génere et projette des rayons X a travers le patient. Une série de détecteurs, positionnés a I’opposé
du tube, mesure la quantité de rayons X résiduels qui sont regus apres avoir traversé le corps étudié.
Un logiciel mesure le rapport entre la quantité de rayons envoyé par le tube et la quantité de rayons
ressortis du corps étudié. Ce rapport permet de déduire la densité de la région traversée par les
rayons. Grace au traitement informatique de ces données, des images anatomiques précises sont
générées. La tomodensitométrie permet d’obtenir des tranches successives de 1’articulation. Donc,
s’il y a présence d’anomalie, elle peut étre détectée selon sa profondeur avec exactitude. De plus,
ces tranches successives permettent de genérer des images 3D du corps étudie. Tout comme
I’imagerie en résonance magnétique, la tomodensitométrie peut étre réalisée avec ou sans agent de
contraste. En effet, la tomodensitométrie ne permet pas une visualisation directe du cartilage
articulaire dans les articulations intactes, ni d’évaluer sa composition chimique ou ses propriétés
mécaniques, puisque le cartilage est principalement constitué d’eau et donc radiolucent. Ainsi,

I’ajout d’un agent de contraste permet d’examiner le cartilage et ainsi pourrait évaluer son
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épaisseur, sa morphologie, sa composition chimique et ses propriétés mécaniques. Le principe de
la tomodensitométrie avec agent de contraste (CECT) repose sur le méme principe que la technique
dGEMRIC de I’IRM ou I’agent de contraste va diffuser a travers le cartilage proportionnellement
avec la densité de charges fixes du cartilage qui proviennent des glycosaminoglycanes (Silvast et
al., 2009). En effet, des études in vivo ont démontré que la dégénération du cartilage peut étre
détectée sur les images différées de CECT par une augmentation de la concentration de 1’agent de
contraste dans le cartilage (Kokkonen et al., 2014). Les mesures quantitatives de CECT sont
calculées en soustrayant I’image native (immédiatement apres injection de 1’agent de contraste) de
I’image différée, soit acquise apres un certain délai suite a I’injection de 1’agent de contraste dans
le cartilage (Figure 2.11). Cette soustraction permet de déterminer quantitativement la diffusion de
I’agent de contraste dans le cartilage (Kokkonen et al., 2014). Or, ce protocole nécessite
I’exposition du patient a une double exposition aux rayons X, une pour acquérir I’image
arthrographique et une autre pour acquérir I’image différée. Ainsi, cette limite doit étre grandement
considérée pour une utilisation en clinique. Alors que la tomodensitométrie avec agent de contraste
possede des avantages significatifs tels qu’un temps d’acquisition court, une relativement large
disponibilité et un faible colt (Oei et al., 2014), il existe des inquiétudes concernant I’exposition

aux rayonnements ainsi qu’a 1’utilisation d’un agent de contraste injecté intra-articulaire.
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Figure 2.11: Images obtenues a travers la tomodensitométrie avec agent de contraste (A) Image
acquise immédiatement apres 1’injection de 1’agent de contraste (image arthrographique). Les
Iésions du cartilage sont montrées par les fleches. (B) Image acquise apres 45 minutes
d’accumulation de 1’agent de contraste dans I’articulation (image différée). (C) Image de la
soustraction entre 1’image arthrographique et ’image différée. La différenciation entre les 1ésions
du cartilage et I’intégrité du cartilage adjacent est possible sur I’image soustraite. Source :

Kokkonen et al., 2013

2.3.1.4 Echographie

Une autre technique d’imagerie non invasive pour I’évaluation du cartilage articulaire repose sur
les ultrasons, soit 1’échographie. Les sondes nouvelle genération sont beaucoup plus performantes,
car elles émettent des ultrasons a des frequences allant de 10 a 12 MHz. Ainsi, en utilisant ces
sondes, 1’échographie du genou est possible et permet de caractériser les tissus mous, tels que le

cartilage. En effet, I’échographie non invasive posseéde les bénéfices tels que d’étre a trés faible
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codt, rapide, offre une mesure en temps réel, en plus d’étre trés accessible (lagnocco, 2010). Des
anomalies structurelles du cartilage, de I’os périphérique ou des ménisques peuvent étre visualisées
et évaluées. Le patient est en position couchée avec un genou entierement fléchi, le genou est alors
balayé de la partie proximale a distale avec la sonde toujours en position transverse (Figure 2.12).

Ainsi, le faisceau d’ultrasons est gardé perpendiculaire a la surface du genou en tout temps.

Figure 2.12: Représentation schématique d’une échographie du genou pour la détection des

changements du cartilage articulaire. Source : Saarakkala et al., 2012

L’apparence normale du cartilage en échographie a été décrite par plusieurs études antérieures
comme étant une bande anéchoique homogeéne avec un espace nettement défini du c6té antérieur
(espace entre le cartilage et les tissus mous environnants ou entre le cartilage et la membrane
synoviale) et du coté postérieur (interface cartilage/os sous-chondral) (Aisen et al., 1984; Grassi et
al., 1999). Initialement, les études ont rapporté des mesures semi-quantitatives des changements au
niveau du cartilage avec la dégéneération (Figure 2.13), soit une perte de la netteté de I’interface
cartilage/synoviale, la perte de la clarté de I’interface cartilagineuse, le rétrécissement du cartilage
ou I’intensité accrue de I’interface osseuse/cartilage du coté postérieur (Grassi et al., 1999). Depuis
une décennie, des chercheurs se sont axés sur I’extraction de mesures quantitatives provenant
d’échographie du genou afin de mieux détecter les altérations causées par 1’arthrose, telles que des
mesures du ton de gris des images ou des mesures de la variation du ton de gris dans des régions
d’intéréts du cartilage ou de 1’os sous-chondral. Plus particulierement, une étude in vivo a démontré
la performance diagnostique de 1’échographie pour détecter les altérations du cartilage
comparativement aux grades arthroscopiques (Saarakkala et al., 2012). De plus, cette méme étude
propose un systéme de notation échographique pour la classification de la dégénération du cartilage
articulaire (Tableau 2.1).
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Tableau 2.1: Systéme de notation en échographie pour I’évaluation du cartilage

Grade ultrason  Définition

0 Bande anéchoique homogene avec une interface antérieure et
postérieure nettement hyperéchogéne (apparence particulierement

blanche en échographie)

1 Perte de la clarté des interfaces du cartilage et/ou augmentation de

I’échogénicité du cartilage

2A En plus des changements mentionnés ci-haut, amincissement local
définitif du cartilage (moins de 50% de son épaisseur totale)

2B Amincissement local du cartilage de plus de 50%, mais moins de 100%

de son épaisseur totale

3 Perte locale a 100% de 1’épaisseur du cartilage

C’est une technique trés prometteuse comme évaluation de premiere ligne du cartilage articulaire.
En général, le facteur le plus limitant dans I’échographie du genou est un manque de fenétres
acoustiques appropriées, grace auxquelles les structures articulaires plus profondes ne peuvent étre
évaluées (Podlipska et al., 2016). En effet, la patella, étant superposée sur le fémur, restreint la
visibilité du cartilage fémoral, particulierement du c6té latéral lorsque le genou est en pleine flexion
(Podlipska et al., 2013).
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Figure 2.13: Echographie du genou droit d’une patiente de 67 ans qui a de la difficulté 8 marcher
et qui est diagnostiquée avec I’arthrose. L’échographie révéle que son genou droit posséde une
épaisseur de cartilage normal au niveau de son condyle fémoral latéral: hypoéchoique, structure

allongée (représentée par les fleches) et une perte de I’épaisseur de son cartilage dans son condyle

fémoral médial (entre les fleches rouges). Source : Artul et al., 2014
2.3.2 Evaluations invasives

2.3.2.1 Histologie

L’analyse histologique est une technique de référence pour 1’évaluation des tissus articulaires. Par
contre, cela nécessite 1’obtention d’une biopsie rendant ainsi la technique destructive au niveau de
la surface articulaire. Aprés plusieurs processus histologiques, 1’échantillon de cartilage est placé
sur des coupes histologiques. Il est ensuite coloré par divers agents (entre autres, une coloration
appelée Safranin-O qui colore les glycosaminoglycanes) afin d’y étre évalué selon plusieurs
critéres tels que la régularité de la surface, la prise de coloration spécifique a 1’un des composants
du cartilage, le nombre de chondrocytes vivants et leurs attributs, 1’épaisseur du cartilage, la
présence et I’intégrité de I’interface calcifiée du cartilage et autres (Figure 2.14). Ces différents
criteres sont regroupés sous la forme de scores semi-quantitatifs comme le score de Mankin modifié
(Mankin et al., 1971) qui est I’'un des plus utilisés en recherche (Tableau 2.2). Or, le caractére
destructif de I’histologie lui vaut un usage plutot de recherche que clinique. Ainsi, I’histologie est
d’autant plus utilisée afin d’évaluer la sensibilité¢ et la spécificité des autres techniques en

développement (Murray et al., 2005).



Tableau 2.2: Systéeme de notation du score histologique Mankin

|. Structure

a. Normale
b. Irrégularités a la surface
c. Fibrillation
d. Fissures jusqu’a la zone intermédiaire
e. Fissures jusqu’a la zone radiale
f. Fissures jusqu’a la zone calcifiée
g. Désorganisation compléte
[1. Cellules
a. Normale
b. Hypercellularité diffusée
c. Clonage
d. Hypocellularité
I11. Coloration Safranin-O
a. Normale
b. Réduction légere
c. Reéduction modérée
d. Réduction sévere
e. Aucune coloration
IV. Intégrité de la ligne bordante entre la zone profonde et calcifiée
a. Intacte

b. Traversée par des vaisseaux sanguins
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Figure 2.14: Images représentantes des coupes histologiques de cartilage humain a différents
niveaux de dégénération (a) aucune dégénération : surface intacte, bonne coloration de Safranin-
O; (b) dégenération modérée : perte de coloration Safranin-O représentant une perte du contenu

en proteoglycanes, irrégularités a la surface; (c) dégénération sévere : présence de fissures dans le

cartilage, perte de la coloration de Safranin-O a la surface du cartilage.

2.3.2.2 Arthroscopie

Une autre technique invasive est I’arthroscopie qui consiste a utiliser un tube de quelques
millimetres de diameétre, muni d’un systeme optique et d’un systéme d’éclairage qu’on appelle
arthroscope (Figure 2.15). Ce systeme est couplé a une caméra vidéo miniaturisée reliée a un écran
qui permet au chirurgien de visualiser en temps réel I’état du cartilage. L’arthroscope est inséré a
I’intérieur du genou par un orifice minime qui permet de visualiser I’intérieur de I’articulation du
genou. Un ou d’autres petits orifices cutanés sont nécessaires pour I’introduction dans 1’articulation
d’une canule ou d’instruments fins. En effet, lors de I’arthroscopie du genou, un flux de liquide
peut étre injecté sous pression par une canule afin de distendre correctement I’articulation et
d’évacuer les fragments méniscaux ou synoviaux qui ont été retirés. Une autre incision permet
également d’introduire des instruments arthroscopiques nécessaires a 1’acte chirurgical, tels que
des pinces basket pour reséquer, des pinces préhensives pour attraper, un palpeur mécanique pour
évaluer qualitativement la rigidité du cartilage, etc. Ces incisions seront refermées a ’issue de
I’intervention par des points de suture. Sous contr6le vidéo, les instruments vont permettre la
palpation et I’évaluation des régions d’intéréts comme le cartilage articulaire et également, la
réparation ou le retrait de certains éléments intra-articulaires du genou. L’arthroscopie du genou

est effectuée sous anesthesie générale ou locale.
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Figure 2.15: Arthroscopie du genou montrant trois différentes incisions pour 1’arthroscope, la

canule et I’instrument arthroscopique. Source : adapté de www.newhealthadvisor.com

2.3.2.3 Systemes de classifications des lésions cartilagineuses a travers I’arthroscopie

De nombreuses classifications permettent une évaluation qualitative des lésions intra-articulaires a
travers une arthroscopie. Le dépistage et la classification de ces lésions sont des données
essentielles au pronostic de toute chirurgie du genou (Cameron et al., 2003). Ainsi, il est essentiel
de connaitre précisément la localisation, la taille et la profondeur des Iésions pour choisir une option
thérapeutique optimale et ensuite, en évaluer le résultat. Depuis plus de 20 ans, de nombreux
systemes de classification des 1ésions cartilagineuses ont été proposés sans qu’aucune n’emporte
I’unanimité (Oakley & Lassere, 2003). A ce jour, les deux classifications les plus utilisées sont la
classification Outerbridge modifiée et la classification de I’International Cartilage Repair Society
(ICRS). Ces deux classifications sont trés similaires, mais la classification ICRS offre une
meilleure précision du grade, de la région et de la dimension des lésions (Brittberg & Winalski,
2003).
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Classification d’Outerbridge originale et modifice

En 1961, Outerbridge fut le premier a proposer une classification en évaluant des chondromalacies
rotuliennes observées lors des méniscectomies (Outerbridge, 1961). Cette classification comprend
quatre stades de lésions cartilagineuses, soit les grades | a IV (Tableau 2.3), et elle est facile a
comprendre et a utiliser. La classification d’Outerbridge a ét¢ démontré fiable et reproductible par
des orthopédistes ayant plus de cing ans de pratique en arthroscopie du genou (Cameron et al.,
2003). Les lésions condyliennes et rotuliennes sont mieux classées que celles du plateau tibial selon

cette classification (Marx et al., 2005).

Tableau 2.3: Classification d’Outerbridge

Grade | Ramollissement cartilagineux
Grade 1l Fragmentation et fissures chondrales de moins de ¥ pouces de diametre
Grade Ill  Fragmentation et fissures chondrales de plus de % pouces de diamétre

Grade IV Exposition de 1’os sous-chondral

Or, les grades II et III n’incluent pas une description de la profondeur de la Iésion. Ainsi, la
classification a été modifiée afin de tenir compte de ce parameétre (Tableau 2.4). La classification
d’Outerbridge modifiée a donc, été largement utilisée pour toutes les surfaces articulaires du genou

(Figure 2.16).

Tableau 2.4: Classification d’Outerbridge modifiée

Grade 0 Cartilage intact
Grade | Ramollissement cartilagineux mais avec une surface intacte
Grade 11 Ulcération superficielle, fibrillation et fissures chondrales de moins

de 50% de I’épaisseur du cartilage

Grade 111 Ulcération profonde, fibrillation et fissures ou lambeaux chondrals
de plus de 50% de 1’épaisseur du cartilage sans exposition de 1’0s

sous-chondral

Grade IV Perte totale de cartilage avec exposition de 1’0s sous-chondral
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Figure 2.16: Lésions cartilagineuses d’un genou humain évaluées en arthroscopie par la

classification d’Outerbridge. Source : Zhang et al., 2014

Classification ICRS

Plus récemment, 1’International Cartilage Repair Society (ICRS) a proposé une classification qui
permet de localiser précisément les lésions, tout en évaluant leur profondeur et leur étendue. Le
score ICRS comporte cing grades (Tableau 2.5) avec leurs sous-grades (Figure 2.17): soit le grade
0 qui définit du cartilage normal; le grade 1 qui est caractérisé par un ramollissement chondral ou
la présence de lésions superficielles (grade 1A pour un ramollissement chondral ou présence de
fissures et grade 1B pour présence de lacérations ou de fissures); le grade 2 qui possede des Iésions
plus profondes, mais ne dépassant pas les 50% de 1’épaisseur du cartilage; le grade 3 qui a des
1ésions atteignant ou dépassant les 50% de I’épaisseur du cartilage (grade 3A pour des Iésions qui
n’atteignent pas la couche calcifiée, le grade 3B pour Iésions traversant la couche calcifiée, le grade
3C pour des lésions jusqu’a la lame sous-chondrale et grade 3D pour des lésions profondes et
soufflantes); et le grade 4 qui expose 1’os sous-chondral. La localisation de la lésion est notée sur
un schéma et la taille (longueur et largeur) des Iésions en millimetres est notée avant et apres le
débridement des bords (Mainil-Varlet et al., 2003).

Tableau 2.5: Classification ICRS

Grade 0 Cartilage intact

Grade 1 Lésions superficielles (ramollissement cartilagineux et/ou fissures

superficielles)
Grade 2 Lésions de moins de 50% de ’épaisseur du cartilage
Grade 3 Lésions de plus de 50% de 1’épaisseur du cartilage

Grade 4 Lésions s’étendant jusqu’a 1’os sous-chondral
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Figure 2.17: Schéma des lésions cartilagineuses par sous-grades de la classification ICRS

De plus, la classification ICRS propose non seulement une gradation en profondeur, mais
également une classification de la localisation des lésions (Figure 2.18). Les condyles fémoraux
médial et latéral, le plateau tibial médial et latéral ainsi que la patella sont chacun divisés en neuf
régions alors que la trochlée est divisée en trois régions. Cette division régionale simplifie la
rédaction du compte rendu opératoire et le suivi des patients, mais elle ne fournit pas d’estimation

réelle de la surface lésionnelle.
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Figure 2.18: Classification ICRS pour la localisation des Iésions. Source : Robert et al., 2007
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2.3.2.4 Instruments arthroscopiques

La qualité du cartilage articulaire peut étre évaluée durant une arthroscopie en utilisant un palpeur
mécanique qui offre une évaluation plutdt qualitative du cartilage. Malgré cela, cette évaluation
routiniere est non destructive pour le cartilage et elle est considérée comme trés importante dans le
diagnostic de la dégénération du cartilage durant les procédures arthroscopiques. Plusieurs groupes
de recherches se sont axés sur le développement de sonde arthroscopique basée sur des
technologies offrant une mesure quantitative de la qualité du cartilage. Ces technologies aspirent a
permettre la détection de la dégénération précoce du tissu, c’est-a-dire avant méme que des
changements au niveau de la surface soient visibles. Ces sondes permettent de mesurer les
caractéristiques optiques du cartilage par tomographie par cohérence optique ou par ultrasons ainsi

que la rigidité du cartilage.
Palpeur mécanique

Lors d’une arthroscopie, la qualité du cartilage peut étre évaluée en utilisant un palpeur mécanique
qui est une tige mince muni d’un crochet a 90° et d’un embout arrondi (Figure 2.19). Ce palpeur
permet au chirurgien d’évaluer qualitativement la rigidité du cartilage et méme d’en évaluer la
perte d’épaisseur a travers des marques millimétriques sur I’embout du palpeur (Spahn et al., 2009).
Malgré cela, les scores macroscopiques sont subjectifs et donc, le diagnostic du cartilage articulaire
en arthroscopie a un besoin urgent de nouvelles technologies complémentaires qui offrent une

évaluation quantitative du cartilage (Spahn et al., 2011; Spahn et al., 2009).

Figure 2.19: Palpeur mécanique. Source : Smith & Newphew Division Endoscopique
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Sonde se basant sur la tomographie par cohérence optique

La tomographie par cohérence optique est une technique d’imagerie qui peut étre incorporée dans
un arthroscope afin d’acquérir des images transverses du cartilage d’une dizaine de micrometres
de résolution en temps réel (Chu et al., 2010; Li et al., 2005c; Xie et al., 2006). 1l a été prouvé que
cette technologie pouvait détecter la présence d’arthrose de maniére précoce en imageant les
fibrillations, I’amincissement et surtout la désorganisation structurelle du collagéne (Herrmann et
al., 1999). Les images générees sont notées selon un critére de biréfringence. Effectivement, un
cartilage sain posséde une structure dépendante de la profondeur du tissu ou chaque couche aura
une orientation distincte des fibres de collagene. Cette organisation structurelle du réseau de
collagene modifiera la polarisation de la lumiere lorsque celle-ci traversera le tissu créant ainsi un
patron de bande (Herrmann et al., 1999). Ainsi, le cartilage dégradé, définit par une perte de
I’organisation de cette structure, est identifié par un patron de bandes inhomogéne et méme
inexistant (Figure 2.20). La capacité diagnostique de cette technique a été étudié par plusieurs
groupes de recherche, tant ex vivo que in vivo (Chu et al., 2010; Li et al., 2005c; Xie et al., 2006).
A ce jour, la tomographie par cohérence optique fait face a des défis techniques telles que des

stratégies de standardisation et de contrdle de 1’angle des faisceaux lumineux (Jahr et al., 2015).

Figure 2.20: Images obtenues en tomographie par cohérence optique. Le grade A représente un
cartilage intact avec des propriétés de biréfringence normale. Le grade B représente un cartilage
avec une surface normale, mais avec des caractéristiques de biréfringence anormale. Le grade C

représente un cartilage avec une surface irréguliere. Source : Bear et al., 2010
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Sonde se basant sur les ultrasons

Les ultrasons permettent de déterminer la qualité du cartilage articulaire et de 1’os sous-chondral.
Plusieurs études ont démontré que le cartilage articulaire pouvait étre évalué quantitativement par
des transducteurs ultrasoniques a travers son épaisseur (Myers et al., 1995), la réflexion de sa
surface (Saarakkala et al., 2006), la rugosité de sa surface (Saarakkala et al., 2006), I’intégrité de
son réseau de collagene (Gelse et al., 2010), ainsi que la qualité de 1’os sous-chondral en y évaluant
son intégrité (Saarakkala et al., 2006). Plus récemment, une sonde ultrasonique miniature a haute
fréquence de 40MHz a ¢été utilisée dans I’évaluation du cartilage durant une procédure
arthroscopique (Kaleva et al., 2011). Cette étude a démontré que les parametres quantitatifs obtenus
par l’ultrason permettent d’identifier la dégradation précoce du cartilage ou 1’arthroscopie a
identifié du cartilage normal (Kaleva et al., 2011). En effet, dans cette étude, le cartilage a été
évalue par la classification ICRS et plusieurs parametres de la sonde ont été extraits tels que le
coefficient de réflexion, noté R, le coefficient de réflexion intégrée, noté IRC, et la rétrodiffusion
apparente intégrée, noté AIB et I’indice de rugosité ultrasonore, noté URI (Figure 2.21). Ainsi, les
transducteurs d’ultrasons offrent une technique quantitative et prometteuse pour 1’évaluation de la
qualité du cartilage durant une arthroscopie.

Image Image par
arthroscopique ultrasons

o

Femoral groove, ICRS grade 0 (| URI=6.3 um

R= 8.4 %
IRC=-22.0dB
AlB=-36.5d8

|

R= 14%
IRC=-45.9 dB I 0.65 mm
AlB=-57.7 dB

bia, ICRS grade 2 (patient 3) ’ URI=40.0 um

Patella, ICRS grade 3 (patient 6)

Figure 2.21: Cartilage évalue par la classification ICRS comparativement aux parametres extraits

avec la sonde ultrasonore. Source : adapté de Kaleva et al., 2011
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Sonde mécanique

Deux sondes d’indentation (Figure 2.22) ont été commercialisées en tant que Artscan (Lyyra et al.,
1995) et ACTAEON (Niederauer et al., 2004). L’Artscan a ét¢é commercialisé durant de
nombreuses années, mais la sonde n’est plus commercialement disponible. Ces sondes permettent
de mesurer la rigidité du cartilage pendant une procédure arthroscopique par mesure d’indentation.
Cependant, ces sondes mécaniques présentent plusieurs désavantages qui en limitent leur
utilisation en clinique. Ces limitations proviennent de la difficulté a bien orienter le capteur
relativement a la surface du cartilage ainsi que le besoin d’indentations répétées a un niveau de

force contrdlé (Brama et al., 2001).

Figure 2.22: Sonde ARTSCAN et ACTAEON pour I’évaluation in situ du cartilage articulaire par
indentation. Source : Lyyra et al., 2005 et Niederauer et al., 2004

Ainsi, aucune de ces technologies, conjointes a 1’arthroscopie, ne se base que sur des mesures
fonctionnelles directes du cartilage articulaire, a I’exception des sondes mesurant quantitativement
la rigidité du cartilage. Par contre, plusieurs désavantages non négligeables ont éte décelés et ont
freiné leur commercialisation. Une autre technologie, sur laquelle repose cette these, se base sur
les propriétés électromécaniques du cartilage articulaire et sera présenté dans les paragraphes

suivants.
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2.4 Electromécanique du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire possede des propriétés mecaniques et tribologiques uniques conférees par
la composition et la structure de sa matrice extracellulaire contenant principalement du collagéne
type Il et des protéoglycanes (Poole et al., 2001). La compression du cartilage articulaire génere
des champs électriques nommés potentiels d’écoulement (Frank & Grodzinsky, 1987; Grodzinsky
& Frank, 2011). Ce phénomeéne électrocinétique est possible grace aux charges négatives fixes des
protéoglycanes qui sont enchassés dans un réseau de collagéne, le tout hydraté dans un fluide
interstitiel. Sans chargement, aucun champ électrique n’est généré, car les charges négatives des
protéoglycanes sont équilibrées par les ions positifs mobiles contenus dans le fluide interstitiel. Par
contre, lors de la compression du cartilage articulaire, il y a un écoulement de fluide qui déplace
les ions positifs mobiles relativement aux charges négatives fixes des protéoglycanes. Ce
mouvement relatif des charges mobiles se déplacant par rapport a des charges fixes cause ainsi un
changement dans le potentiel électrique du milieu et ainsi, devient la source des potentiels

d’écoulement du cartilage (Figure 2.23).

Charge positive
dans le fluide

Aggrécanes (GAG) entralacés
dans le réseau de collagéne

Ecoulement du fluide induit par la

A I'équilibre compression du cartilage pertubant
I Ctif la distribution des ions
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Figure 2.23: Phénomeéne électromécanique générant des potentiels d’écoulement dans le cartilage

articulaire. Source : adapté de Garon et al., 2002
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Tout d’abord, les potentiels d’écoulement induits par la compression du cartilage articulaire ont été
mesurés en utilisant deux électrodes en compression confinée (Buschmann et al., 1992; Chen et
al., 1997; Frank & Grodzinsky, 1987; Lee et al., 1981) et non confinée (Kim et al., 1995). Vers les
années 2000, le groupe de recherche du professeur Michael Buschmann a développé une matrice
de microélectrodes (Figure 2.24) permettant de mesurer la distribution du potentiel électrique

généré a la surface du cartilage lors d’une compression non confinée ou en indentation (Garon et

al., 2002).
@
#*

Figure 2.24: Premiere matrice de microélectrodes. Des fils de platine/iridium ont été tissés a
travers une maille de nylon. Le maillage contenant les électrodes a ensuite été coulé dans un
cylindre époxy, dont la surface a été usinée pour exposer les électrodes. Le cylindre a ensuite été

incorporé dans la base d’une chambre de test. Source : Garon et al., 2002

La dégénération du cartilage est principalement caractérisée par une perte de protéoglycanes et une
dégradation du réseau de collageéne, ce qui entrainera des potentiels d’écoulement plus faibles.
Effectivement, plusieurs études ont démontré que les potentiels d’écoulement du cartilage sont
particuliérement sensibles a sa dégradation (Bonassar et al., 1995; Frank et al., 1987; Kim et al.,
1995). De plus, la distribution spatiale des potentiels d’écoulement est également sensible a la
dégradation (Legare et al., 2002). Cette étude a artificiellement induit une perte de protéoglycanes
et une dénaturation du collagéne de type Il dans des explants de cartilage bovins. Il a été démontré
que de plus faibles potentiels d’écoulement étaient générés dans les cartilages traités par
I’interleurkin-1a qui est une cytokine qui supprime la synthése de protéoglycanes et de collagene.
Ces ¢tudes suggerent qu’un outil qui mesure la répartition des potentiels d’écoulements induits par
compression pendant une procédure d’arthroscopie pourrait éventuellement devenir une technique
sensible et simple pour la détection des propriétés fonctionnelles et la dégénération du cartilage

articulaire.
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2.5 Sonde électromécanique

La sonde électromécanique a étée développée dans le cadre de deux theses de doctorat (Garon, 2007;
Quenneville, 2006). Tout d’abord, la conception d’une telle sonde représentait deux principaux
défis techniques lors de la mesure des potentiels d’écoulement pendant une procédure
d’arthroscopie. Le premier défi est le positionnement de 1’appareil de mesure par rapport a la
surface du cartilage et le deuxieme est le contrdle de la déformation imposée au cartilage (Garon,
2007). La solution a été de disposer plusieurs électrodes sur la surface d’un indentateur sphérique
et d’effectuer une analyse temporelle de la distribution des potentiels d’écoulements induits sous

I’indentateur sphérique (Figure 2.25).

microélectrode
de référence

microélectrodes
sur l'indentateur
sphérique

électrode de polarisation

Figure 2.25: Vue schématique de 1’indentateur sphérique (rayon de 3.18 mm) comptant 37
microélectrodes distribuées uniformément sur la surface de 1’indentateur. Une 38°
microélectrode, située en retrait, est utilisée comme référence lors de la mesure des potentiels
d’écoulement. Une plus grosse électrode de polarisation est utilisée pour appliquer une tension de

polarisation. Source : Garon, 2007

Une analyse temporelle permet de déduire 1’orientation du dispositif relativement a la surface du
cartilage et de calculer la vitesse et I’amplitude de la compression (Figure 2.26). Toute cette
information a été consolidée en un seul parametre représentant les propriétés électromécaniques du

cartilage.
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Figure 2.26: Potentiels d’écoulements typiques mesurés a I’aide de 1’ Arthro-BST sur un cartilage
d’origine bovine. Les potentiels d’écoulement mesurés sur chacune des microélectrodes
commencent a diminuer au contact du cartilage. Les fleches indiquent I’instant ou le contact se

produit. Source : Garon, 2007

Auparavant, ce parametre se nommait I’intégrale des potentiels d’écoulement (SPI). Il était calculé
a partir de la distribution des potentiels d’écoulement mesurés a la surface de ’indentateur en
contact avec le cartilage et en intégrant la distribution sur cette aire de contact a une plage
d’amplitude de compression prédéfinie. Afin de rendre ce paramétre quantitatif indépendant du
profil de compression, une amplitude de compression a été définie. Pour le cartilage humain, cette
amplitude de compression se situe a 0.15mm (Garon, 2007). Ainsi, le succés de ce dispositif est
directement li¢ a son indépendance face a 1’utilisateur, ce qui en fait un bon candidat pour une
utilisation clinique. En effet, lors de la compression du cartilage, chaque chirurgien appliquera une
quantité différente de force ou de déplacement. Or, I’analyse des temps de contact de chaque
microélectrode avec le cartilage, en considérant la géométrie de 1’indentateur et la matrice de
microélectrodes, permet d’obtenir I’amplitude de compression en fonction du temps. En calculant
ainsi le paramétre quantitatif a une amplitude de compression prédéfinie, le parameétre est
indépendant du profil de compression et donc indépendant de I’utilisateur. Des études ont démontré
la fiabilité des mesures de potentiels d’écoulement dans du cartilage équin (Changoor et al., 2011)
et du cartilage humain (Garon, 2007) avec des coefficients de corrélation intra-classe (ICC) inter-

utilisateurs de 0.861 et 0.87 respectivement (Figure 2.27).
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Figure 2.27: Représentation graphique de la variabilité entre les utilisateurs des mesures
électromécaniques. Chaque point représente la moyenne de trois mesures obtenues par un
utilisateur et la ligne, la moyenne des 5 utilisateurs. Les positions sont ordonnées selon un ordre

croissant de la moyenne. Source : Garon, 2007

De plus, la vitesse de compression a également un effet direct sur la pressurisation interne du
cartilage et donc sur la distribution des potentiels d’écoulement générés (Li et al., 2005a). Ainsi,
I’effet de la vitesse de compression du cartilage sur les potentiels d’écoulement a été étudié. Il a
été découvert qu’a des vitesses de compression élevées, la distribution des potentiels électriques a
la surface de 1’indentateur en contact avec le cartilage était approximativement constante (Figure
2.28). Ceci est di a I’atteinte d’un taux de contrainte limite sur lequel la réponse du cartilage en
compression est dictée par sa réponse instantanée (Quenneville, 2006). De plus, il a été démontré
qu’expérimentalement, la plage de vitesse de compression qui peut €tre manuellement atteinte est
tres restreinte. De ce fait, les mesures se situant a I’extérieur de cette plage prédéfinie de vitesse de
compression seront rejetées afin de minimiser 1’effet de la vitesse de compression sur le paramétre

quantitatif.
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Figure 2.28: Distribution du potentiel électrique a la surface de I’indentateur en fonction de la

vitesse de compression. Source : Quenneville, 2006

Plus récemment, le paramétre calculé a partir de la distribution des potentiels d’écoulement induits

lors de la compression du cartilage a été modifié et se nomme « paramétre quantitatif » (QP). En

effet, toutes les informations obtenues précédemment, lors d’une mesure électromécanique du

cartilage, sont toujours disponibles, soit 1’orientation, la vitesse et I’amplitude de la compression.

Or, le paramétre est maintenant calculé comme étant le nombre de microélectrodes en contact avec

le cartilage articulaire lorsque la somme des potentiels d’écoulement mesurés atteint 200mV. Ce

nouvel algorithme de calcul offre un paramétre plus robuste, principalement contre le bruit (Figure

2.29).
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Figure 2.29: Analyse des potentiels d’écoulement pour I’extraction du paramétre

¢lectromécanique selon I’ancienne et la nouvelle version



38

CHAPITRE 3 OBJECTIFS DE LA THESE ET SES HYPOTHESES

L’évaluation quantitative du cartilage articulaire est un besoin grandement souligné par les
orthopeédistes. En effet, le diagnostic de la dégénération du cartilage pourrait bénéficier d’une
évaluation quantitative offrant un diagnostic précis, reproductible et indépendant de I’utilisateur.
Comme le souligne la revue de littérature du chapitre précédent, plusieurs outils ont été développés
pendant plus de deux décennies sans qu’aucun n’emporte 1’unanimité, que ce soit pour les
techniques de premiére ligne (non invasive) ou de seconde ligne (invasive). A ce jour, afin
d’évaluer le cartilage de manicre directe et donc, invasive, les orthopédistes optent pour
I’arthroscopie en combinaison avec les systeémes de classification de 1ésions chondrales ainsi que
I’utilisation d’un palpeur mécanique. Notre groupe de recherche s’est penché sur ce besoin en
développant une sonde arthroscopique mesurant les potentiels d’écoulement induits lors de la
compression légere du cartilage articulaire. Depuis environ cing ans, des améliorations ont été

apportées a I’analyse et 1’extraction du parameétre de la sonde électromécanique.

Ainsi, la premiére étape de cette theése a été d’étudier ce nouveau parameétre quantitatif, appelé QP,
chez le cartilage humain de I’articulation du genou. Pour ce faire, une investigation de la corrélation
du parametre quantitatif avec des parametres conventionnels de caractérisation du cartilage a été
réalisée. Plusieurs études ont utilisé du cartilage animal, soit équin, bovin ou ovin, mais aucune
étude publiée n’a démontré des mesures électromécaniques sur du cartilage humain. Le second
objectif a été d’¢tudier la sensibilit¢ du nouveau parametre dans la détection du cartilage
précocement dégénéré comparativement a des techniques standards. Finalement, suite a ces
objectifs, le cceur de la thése consistait a développer une base de données électromécanique du
cartilage sain chez I’humain afin de I’utiliser dans le diagnostic précis de I’arthrose. Ainsi, une
modeélisation de la dégénération du cartilage a été créée en tenant compte de la base de données
électromécaniques du cartilage sain et des caractéristiques spécifiques du patient et topographiques
afin d’offrir un diagnostic personnalisé. L’algorithme de diagnostic, développe dans cette thése, a
été implémenté dans la sonde arthroscopique transformant ainsi la sonde d’un outil de mesure en

un outil diagnostic médical pour le genou humain.



Objectif & Hypotheses de article 1

Obijectif

Hypothése 1

Cartographier les propriétés électromécaniques du cartilage humain a
travers la surface articulaire entiére de maniere non destructive en
utilisant la sonde électromécanique et corréler ces cartographies avec

les propriétes histologiques, biochimiques et mécaniques du cartilage.

Le parametre électromécanique devrait corréler directement avec les
propriétés histologiques, biochimiques et mécaniques du cartilage, car

I’¢électromécanique du cartilage refléte sa structure et sa fonction.

Hypothése 2

Le parameétre électromécanique peut précisément évaluer la qualité

du cartilage de maniere non destructive et rapide.

Objectifs & Hypothéses de I’article 2

Objectif

Hypothése 1

Investiguer la sensibilit¢ de la sonde électromécanique et d’une
technique d’indentation automatisée a différencier des régions du
cartilage qui apparaissent normal, mais qui sont adjacentes a des
régions visuellement dégénérées (ou une dégénération précoce est
soupgonnée) et des régions du cartilage qui sont éloignées des régions

visuellement dégénérées (ou aucune dégénération n’est SOUPGONNEE).

Les parameétres électromécaniques et mécaniques en indentation
devraient étre plus sensibles a différencier de la dégénération précoce
que les techniques standards telles que la mesure d’épaisseur du
cartilage, le score histologique Mankin, les tests de compression non

confinée et I’évaluation biochimique du cartilage.

Hypothése 2

La particularité cartographique qu’offrent la sonde électromécanique
et la technique d’indentation automatisée pourrait permettre de révéler
une similarité de la distribution spatiale des propriétés

¢lectromécaniques et mécaniques au sein d’un méme donneur.
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Objectifs & Hypotheses de ’article 3

Obijectif

Hypothése 1

Développer un nouveau score électromecanique quantitatif, basé sur
le parameétre quantitatif électromécanique, pour aider le diagnostic
arthroscopique de la dégéneration du cartilage et en Vérifier sa
fiabilité.

Plusieurs études ont démontré que la réponse électromécanique
s’affaiblit avec les premiers stades de la dégénération du cartilage (du
grade ICRS 0 a 2). On assume donc que la réponse électromecanique
sera faible dans le stade trés avancé de dégénération (grade ICRS 3)
et plus la dégradation avance, plus la réponse électromécanique
augmentera du fait qu’il y ait amincissement du cartilage jusqu’a
atteindre aucune réponse électromécanique avec une perte totale du

cartilage exposant 1’os sous-chondral.

Hypothése 2

Les caractéristiques propres aux patients et a la localisation de
mesure devraient impacter les propriétés électromécaniques et
doivent donc étre considérés dans le développement du systeme de

classification électromécanique.

Hypothése 3

Le nouveau score électromécanique devrait étre plus sensible a la
dégénération du cartilage que le score standard ICRS, car
contrairement & ce dernier, le score électromécanique est quantitatif

qui reflete I’intégrité du cartilage.
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Ce chapitre expose intégralement un article publié qui consiste a la premiére étude expérimentale

qui répond a I’objectif :

Cartographier les propriétés électromécaniques du cartilage humain a

travers la surface articulaire entiére de maniere non destructive en

utilisant la sonde électromécanique et de corréler ces cartographies avec

les propriétés histologiques, biochimiques et mécaniques du cartilage.
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4.1 Abstract

The hand-held Arthro-BST™ device is used to map electromechanical properties of articular
cartilage. The purpose of the study was to evaluate correlation of electromechanical properties with

histological, biochemical and biomechanical properties of cartilage.

Electromechanical properties (quantitative parameter QP) of 8 human distal femurs were mapped
manually ex vivo using the Arthro-BST (1 measure/site, 5 s/measure, 3209 sites). Osteochondral
cores were then harvested from different areas on the femurs and assessed with the Mankin
histological score. Prior to histoprocessing, cores were tested in unconfined compression. A subset
of the cores was analyzed with polarized light microscopy (PLM) to assess collagen structure.
Biochemical assays were done on additional cores to obtain water content and glycosaminoglycan
content. The QP corresponding to each core was calculated by averaging all QPs collected within

6 mm of the core center.

The electromechanical QP correlated strongly with both the Mankin score and the PLM score
(r=0.73, p<0.0001 and r=—0.70, p<0.0001 respectively) thus accurately reflecting tissue quality and
collagen architecture. Electromechanical QP also correlated strongly with biomechanical
properties including fibril modulus (r=—0.76, p<0.0001), matrix modulus (r=—0.69, p<0.0001), and
log of permeability (r=0.72, p<0.0001). The QP correlated weakly with GAG per wet weight and
with water content (r=—0.50, p<0.0003 and r=0.39, p<0.006 respectively).

Non-destructive electromechanical QP measurements correlate strongly with histological scores
and biomechanical parameters providing a rapid and reliable assessment of articular cartilage

quality.

4.2 Keywords

Articular Cartilage, Streaming Potentials, Osteoarthritis, Biomechanics, Mankin Score, Polarized
Light Microscopy
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4.3 Introduction

The deterioration of articular cartilage is a hallmark of degenerative joint diseases such as
osteoarthritis which affects 8.9% of the adult population with 40% prevalence above the age of 70
(Michael et al., 2010). Currently, joint health and function are diagnosed at a late stage by methods
including physical examination, X-ray and magnetic resonance imaging of joint space or visual
arthroscopy with a blunt probe. None of these techniques are able to provide diagnostic information
early in the disease process.

Multiple research groups have invented devices to assess cartilage function during arthroscopic
surgery (Athanasiou & Constantinides, 1995; Frank et al., 1993; Jurvelin et al., 2005; Kiviranta &
Jurvelin, 1996; Niederauer et al., 1999). Methods involving ultrasound biomicroscopy (Gelse et
al., 2010), arthroscopic ultrasound imaging (Viren et al., 2010), optical reflection spectroscopy
(Johansson et al., 2011), pulsed laser irradiation (Sato et al., 2011) or near-infrared spectroscopy
(Spahn et al., 2013) have been proposed. Two devices obtained FDA regulatory clearance
(Artscan™ 200 Arthroscopic Cartilage Stiffness Tester and Actaecon™ Probe), while the Artscan
was only briefly commercialized. The reasons for limited clinical acceptance may be related to
challenges in ease of use and difficult sensor orientation relative to cartilage surface as well as the
need for repeated indentations at a controlled level of force (Brama et al., 2001). There is an
enduring demand in Orthopaedics for an objective and reliable technique to evaluate articular

cartilage tissue health (Spahn et al., 2011).

Streaming potentials are compression-induced electric potentials that have been shown to reflect
the structural and functional integrity of cartilage (Abedian et al., 2013; Changoor et al., 2011a;
Changoor et al., 2010; Changoor et al., 2007; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002). Streaming
potential are generated by fluid-solid phase interactions in the loaded extracellular matrix
(Grodzinsky, 2011), given that proteoglycans are negatively charged and entrapped within the
collagen network, while an excess of mobile positive ions exists in the interstitial fluid. Thus, under
equilibrium conditions, with no load applied, there is no net macroscopic electric field present since

mobile cations are symmetrically arranged around negatively charged proteoglycan (Buschmann
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& Grodzinsky, 1995). However, when the cartilage is compressed, the flow of the interstitial fluid
entrains motion of the positive mobile ions relatively to the fixed negatively charges of the solid
phase, generating measurable streaming potentials (Frank & Grodzinsky, 1987; Maroudas et al.,
1969).

The Arthro-BST™ measures streaming potentials in articular cartilage on 37 microelectrodes
located on its spherical indenter (Buschmann et al., 1998) during a gentle and instantaneous
compression (< 1 second). The contact between the indenter and the cartilage is tracked during
measurement through the use of a non-planar microelectrode array to measure streaming potentials
(Buschmann et al., 2004) without the need to control the force used by the surgeon to compress the
cartilage. The calculation of the quantitative parameter (QP) is independent of the velocity of
indentation or device orientation (Garon, 2007) since the software discards measurements when
the loading time is outside the predefined limits, corresponding to high and low velocity, in order
to minimize the effect of loading velocity on measurements. This device was previously used to
assess degenerative changes on equine cartilage subjected ex vivo to high levels of mechanical
impact and showed high reliability and excellent agreement between and within users’

electromechanical measurements (Changoor et al., 2011a).

Histological scoring, biochemical analyses and biomechanical testing offer precise and specific
measurements of cartilage structure and function (more so than MRI and X-ray) but involve
destructive processing of tissue, and do not represent the entire joint surface. The objective of this
study was to map electromechanical properties of cartilage across entire articular surfaces non-
destructively with the hand-held Arthro-BST™ and to relate these maps with histological,
biochemical and biomechanical properties of cartilage. Since the structure and composition of
articular cartilage are reflected by its electromechanical properties (Buschmann & Grodzinsky,
1995; Frank & Grodzinsky, 1987; Grodzinsky, 2011; Maroudas et al., 1969), we hypothesized that
the Arthro-BST QP correlates directly with histological, biochemical and biomechanical properties
of cartilage. A secondary hypothesis was that the Arthro-BST can precisely assess cartilage quality
non-destructively and rapidly. To test these hypotheses, the electromechanical properties of

articular surfaces of 8 human distal femurs were measured ex vivo with the Arthro-BST and
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osteochondral cores were then harvested to obtain histological, biochemical and biomechanical

properties of cartilage.

4.4 Methods

4.4.1 Sample source and preparation

Frozen cadaveric human distal femurs from research donors (n=8; -80°C; age range 35 to 43 years
old; 3 females and 5 males; 4 left joints and 4 right joints) were provided by a tissue bank (RTI
Surgical, Florida, USA). The articular surfaces were thawed in a plastic bag overnight at 4°C. The
distal femur was cut through a horizontal plane with a band saw at the appropriate orientation to
permit mounting in a chamber for electromechanical mapping (Figure 4.1-A). Distal femurs were
fixed onto a cylindrical platform (D=85 mm) (Figure 4.1-B) and the platform with the attached
femur was then fixed to a testing chamber (D=190 mm, H=100 mm) equipped with a camera
(1280x960 pixels) and a positioning software (Mapping Toolbox software, Biomomentum Inc.)
(Figure 4.2-A). The testing chamber was filled with phosphate buffered saline (pH 7.4) and a
minimum of 15 minutes was allowed for equilibration prior to electromechanical mapping of the
trochlea and anterior/central condyles (details below). Following core extraction, the
central/posterior condyles were removed with a second band saw cut (Figure 4.1-C). The
central/posterior condyles block was then fixed onto the cylindrical platform (Figure 4.1-D) and
the platform to the testing chamber for mapping of the central/posterior condyles followed by core
extraction (details below). None of the donors had documented joint pathologies, however shallow
focal cartilage lesions were observed on the articular surfaces of 4 out of 8 femurs (see trochlear
lesion in Figure 4.1-E).



47

A B

———————— - — posterior

trochlear

posterior

central

posterior

Figure 4.1: Trimming and fixation of the distal femur and central/posterior condyles onto the
sample holder and cored sample with the position grid superimposed. (A) Distal femur cut
horizontally with the band saw; (B) Fixation of the femur onto the cylindrical platform by screws
positioned to remain at least 1 cm from the articular surface; (C) Central/posterior condyles cut
with the band saw at the correct orientation; (D) Fixation of the central/posterior condyles onto
the cylindrical platform by screws positioned to remain at least 1 cm from the articular surface;
(E) Top view of the trochlea, anterior and central condyles cored; (F) Top view of the

central/posterior condyles cored.
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4.4.2 Arthro-BST mapping

The Arthro-BST™ (Biomomentum Inc.) measures streaming potentials generated during a rapid
compression of the articular cartilage with an array of microelectrodes lying on a semi-spherical
indenter (effective radius of the tip = 3.18 mm, 5 microelectrodes/mm?). The device calculates a
quantitative parameter (QP, arbitrary units) of cartilage electromechanical activity corresponding
to the number of microelectrodes in contact with the cartilage when the sum of their streaming
potential reaches 100 mV. A high QP therefore indicates weak electromechanical properties and
poor load-bearing capacity and low QP indicates strong electromechanical properties and high
load-bearing capacity. Using the bench top version of the Arthro-BST, a positioning software
overlays a 25 columns x 19 rows position grid (corresponding to ~9 sites per cm? on the articular
surface) on the live video feed to help measurement registration and create a uniform mapping.
The spherical indenter of the Arthro-BST was manually compressed onto the cartilage surface
(Figure 4.2-B) for about one second at each position of the grid and the device displayed and
recorded the corresponding QP.

A

Figure 4.2: (A) Arthro-BST device with the testing chamber and the camera-positioning
software; (B) Arthro-BST manually compressing the cartilage surface; (C) Photograph of an
osteochondral core used for cartilage thickness measurement; (D) Photograph of the
osteochondral core maintained in the sample holder during mechanical characterization; (E)

Mechanical tester equipped with manual angular and horizontal positioner.
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4.4.3 Core extraction

Following a macroscopic visual assessment of the articular surfaces, a total of 163 osteochondral
cores were harvested from non-lesional and also from lesional regions in triplicate (histology,
biomechanics and biochemistry). Lesional areas appeared only sporadically in the age range
examined here (35-43 years) so most of the cores were from non-lesional regions. Osteochondral
cores (length > 10 mm) were harvested using Smith and Nephew tubular chisels of 4.5 mm
diameter (for histology) and 3.5 mm diameter (for biomechanical and biochemical analyses). Cores
for histology were fixed in 10% neutral buffered formalin. After coring, the condyles and trochlea
were placed back onto the testing chamber, visually repositioned and oriented as per the initial
position and a second image was acquired to precisely (~1 mm) document the location of each core
relative to the position grid used for Arthro-BST measurements (Figure 4.1-E and F). The Arthro-
BST’s electromechanical QP corresponding to the cored site was calculated as the average of all
QPs measured within 6 mm from the core center location and was between 1 to a maximum of 4
QP measures. In total, 59 cores were isolated for histological assessment only, 53 cores for

biochemical analysis and 51 cores for biomechanical testing followed by histology.

4.4.4 Histoprocessing and Staining

Each sample for histology was decalcified in 0.5N HCI/0.1% glutaraldehyde. Samples were
dehydrated and cleared in ethanol and xylene, infiltrated with paraffin and embedded in paraffin.
Then, 5 um paraffin sections were obtained with a RM2155 (Leica) motorized microtome and
collected on Superfrost plus slides. The sections were stained with Safranin O-Fast Green
(Hoemann et al., 2011) and scored with the Mankin histological-histochemical grading system
(Mankin et al., 1971) by one blinded observer. Furthermore, mounted unstained sections from 68
of the cores were scored by two blinded observers using a validated polarized light microscopy
(PLM) qualitative score for collagen structure (Changoor et al., 2011b), where a score of 5 indicates
that collagen is stratified into 3 distinct zones (superficial, transitional and radial) of the correct
proportions and birefringence properties while a score of 0 indicates that the collagen is completely

disorganized.
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4.4.5 Biochemical testing

Water content, glycosaminoglycan (GAG), collagen and DNA content per wet weight and dry
weight were determined as previously published (Hoemann, 2004; Hoemann et al., 2002). Briefly,
full thickness cartilage biopsies (n = 53) were thawed on ice, weighed, lyophilized for 24 hours
and re-weighed to obtain water content. Samples were incubated in 125 pug/mL papain digestion
cocktail in sterile L-cysteine/phosphate buffer EDTA (PBE) (50 uL digestion cocktail per mg of
biopsy wet weight) for 16h at 60°C. PicoGreen assay (Singer et al., 1997) was performed on
duplicate samples of the papain digest and DNA content obtained with a standard curve of calf
thymus DNA with chondrocyte DNA content set at 7.7 picogram per cell (Kim et al., 1988). The
DMMB assay (Farndale et al., 1986) was performed on duplicate samples of the papain digest and
GAG content was obtained with a standard curve of shark Chondroitin Sulfate C sodium salt.
Papain digested samples were also hydrolyzed with HCI at 110°C for 18 hours and the
hydroproxyline (HPR) (Stegemann & Stalder, 1967) assay was then performed on duplicate
samples to obtain collagen content using a standard curve of trans-4-hydroxy-L-proline and a

conversion factor of 13.15%.

4.4.6 Biomechanical testing

The thickness of the cartilage layer of each osteochondral core (D=3.5 mm) was measured under a
calibrated dissection microscope (Figure 4.2-C) as the average of 6 measurements at two different
angles using the Northern Eclipse software version 8 (EMPIX Imaging Inc., Mississauga, Canada).
Each core was thawed and equilibrated in PBS for at least 20 minutes prior to thickness
measurement and was then gripped by the bone portion into a threaded core sample holder leaving
the cartilage layer completely outside of the grip (Figure 4.2-D). This sample holder assembly was
fixed to the bottom of a testing chamber (D=100 mm, H=50 mm), filled with PBS and mounted
onto a Mach-1 mechanical tester (Biomomentum Inc.) (Langelier & Buschmann, 2003) (Figure
4.2-E). Cores were tested in unconfined compression using stress relaxation (precompression of
10% of thickness followed by 5 compressions each of 2% of thickness). The 2% stress relaxation
ramps were individually fit to the linear fibril-network-reinforced biphasic model (Soulhat et al.,

1999) using the Mach-1 Analysis software with Add-on for unconfined compression
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(Biomomentum Inc.) with the following parameters: disk radius = 1.75 mm, deformation = 0.02,
effective Poisson’s ratio = 0. The following parameters were determined from each fit to the model:
the fibril modulus Es (in MPa), the matrix modulus En (in MPa) and the hydraulic permeability k
(in 1022 m*/N-s).

4.4.7 Statistical analysis

The relationships between the QP and histological, biochemical or biomechanical parameters were
assessed by parametric correlation analyses using Pearson’s correlation coefficient (r); 95% two-
sided confidence intervals for correlation coefficients were calculated. A multiple regression
analysis was performed using a mixed effects model, with QP as the response variable, to examine
the relationships between the electromechanical QP and each family of independent variables —
histological, biochemical and biomechanical. Note that these best fit equations have not been cross-
validated using another data set. For biochemical parameters, independent Student’s t-tests were
performed to examine the difference between the means of lesional and non-lesional regions. For
all statistical tests, a p-value of 0.05 (two sided) or smaller was considered statistically significant.
Statistical analyses were performed with SAS version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,
USA).

4.5 Results

4.5.1 Electromechanical QP correlates with histological scores

The total Mankin score (scale 0 for normal cartilage to 14 for totally degraded cartilage) was on
average 1 for non-lesional cores (82% of cores) and 5 for lesional cores, indicating that only mild
to moderate cartilage degeneration was present occasionally on the femurs. For analyses, the cores
were stratified into three Mankin score groups (0-2, 3-5 and 6-9). For the first group (Mankin 0-2),
the histological slides were normal or had a slight roughening of the cartilage surface (Figure 4.3-
A). For the intermediate group (Mankin 3-5), decreased Safranin O staining and structural
alterations were apparent in the superficial zone (Figure 4.3-B). Clefts and GAG depletion as

assessed by reduced Safranin O staining were observed for the most degenerated group (Mankin



52

6-9) (Figure 4.3-C). Similarly, cores assessed by the PLM collagen score (scale 0 (entirely
disorganized) to 5 (normal)) were divided into two groups: PLM score 3-5 (Figure 4.3-D) which
all have 3 distinct zones of collagen structure (as in superficial, transitional, radial) and a PLM
score of 0-2 (Figure 4.3-E) where less than 3 zones were apparent. Table 4.1 shows that a positive
correlation was found between electromechanical QP and Mankin score (r=0.73, p<0.0001, Table
4.1), while a negative correlation was observed between QP and PLM score (r=—0.70, p<0.0001,
Table 4.1). A multiple regression analysis revealed that the electromechanical QP is more closely
related to the Mankin histological score (p<0.0001, Table 4.2) than to the PLM score (p=0.6232,
Table 4.2).
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Figure 4.3: (A, B, C) Representative Safranin O/Fast Green stained sections for three groups of
the Mankin score and the corresponding electromechanical QP (mean = SD, N = 110 cores); (D,
E) Representative Polarized Light Microscopy (PLM) slides for two groupings of the PLM score

and the corresponding QP (mean + SD, N = 68 cores). Bars =1 mm.
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4.5.2 Electromechanical QP weakly correlates with glycosaminoglycan and
water content

As expected, there was a significant increase in water content in cores extracted from lesional
regions compared to non-lesional regions (average water content was 82 + 4 % (N=6) versus 74 £
4 % (N=42) respectively; p=0.0002 with an independent Student’s t-test). The cores collected from
lesional regions also had decreased GAG per wet weight content (average was 24 = 13 pg/mg
(N=6) in lesional versus 44 + 13 pg/mg (N=42) in normal areas; p=0.0009 with an independent
Student’s t-test) and GAG per dry weight content (average was 116 + 37 pg/mg (N=6) in lesional
versus 163 + 52 pg/mg (N=41) in normal areas; p=0.04 with an independent Student’s t-test).
Collagen content and cell density were similar in lesional and non-lesional regions (average
collagen content was 0.11 + 0.03 mg/mg (N=43) wet weight or 0.45 £ 0.12 mg/mg (N=43) dry
weight with 16,400 = 3,400 cells/mg (N=48) wet weight or 68,300 £ 22,000 cells/mg (N=48) dry
weight). There was a weak correlation of the electromechanical QP with increasing water content
(r=0.39, p=0.006; Figure 4.4-A, Table 4.1). Also, there was a weak correlation of the
electromechanical QP with decreasing GAG content (chondroitin sulfate) per wet weight (r=—0.50,
p=0.0003; Figure 4.4-B, Table 4.1) and between the electromechanical QP and GAG content per
dry weight (r=—0.31, p=0.0316, Table 4.1). There was no correlation between electromechanical
QP and the other biochemical parameters: collagen content per wet and dry weight and number of
cells per wet and dry weight (Figure 4.4-C and D, Table 4.1). The multiple regression analysis
showed that the water content (p=0.0070, Table 4.2) was more significant in modelling QP than
the GAG content per dry weight (p=0.1305, Table 4.2).
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Figure 4.4: (A) Positive correlation between electromechanical QP and water content; (B)
Negative correlation between electromechanical QP and GAG content (chondroitin sulfate per
wet weight); (C) No correlation between electromechanical QP and collagen per dry weight; (D)

No correlation between electromechanical QP and number of cells per wet weight.

4.5.3 Electromechanical QP correlates with biomechanical properties

A high QP indicates cartilage degeneration with weaker electromechanical properties which relate
to biomechanical weakening revealed by lower modulus and higher hydraulic permeability.
Following the normality test, the natural logarithm of permeability had a more normal distribution
than permeability itself. Also, its regression with QP was more linear than permeability. Thus, the
natural logarithm of permeability was used for subsequent statistical analysis (Table 4.1). Higher
QP values were correlated strongly with decreasing Ef (=—0.76, p<0.0001; Figure 4.5-A, Table
4.1) and Em (r=0.69, p<0.0001; Figure 4.5-B, Table 4.1), and increasing permeability (log (k))
(r=0.72, p<0.0001; Figure 4.5-C, Table 4.1). The cartilage samples had an average thickness of
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2.67 £ 0.47 mm (obtained with a calibrated dissection microscope) and no correlation was found
between the electromechanical QP and the thickness (r=0.08, p=0.5852; Figure 4.5-D). The
multiple regression analysis showed that the electromechanical QP was most closely related to Es
(p=0.0012, Table 4.2) and the natural logarithm of permeability (p=0.0394, Table 4.2) than En
(p=0.4510, Table 4.2).
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Figure 4.5: (A) Negative correlation between electromechanical QP and fibril modulus Es; (B)
Negative correlation between electromechanical QP and matrix modulus Em; (C) Positive
correlation between electromechanical QP and permeability logk; (D) No correlation between the

electromechanical QP and cartilage thickness obtained with a calibrated dissection microscope.
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Table 4.1: Parametric Univariate Statistical Analysis (values in bold are statistically significant)

Parameters QP Pearson’s 95%
correlation | >0 C- | ca. | pvalue
r I. lower upper <0.05
Biomechanical | Fibril Modulus Ef -0.76 -0.8563 | -0.6053 | p<0.0001
Matrix Modulus Em -0.69 -0.8117 | -0.5035 | p<0.0001
Permeability k 0.46 0.2025 | 0.6546 | p=0.0008
Natural logarithm of 0.72 0.5380 | 0.8272 | p<0.0001
Permeability logk
Thickness 0.08 -0.2024 | 0.3457 | p=0.5852
Histological Mankin score 0.73 0.6333 | 0.8090 | p<0.0001
PLM score -0.70 -0.8015 | -0.5487 | p<0.0001
Biochemical Water content 0.39 0.1169 0.6055 | p=0.006
GAG per wet weight -0.50 -0.2471 | -0.6841 | p=0.0003
GAG per dry weight -0.31 -0.5490 | -0.0260 | p=0.0316
Collagen per dry weight
Number of cells per wet weight 0.18 -0.1316 | 0.4521 | p=0.2543
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Table 4.2: Multiple Regression Statistical Analysis (values in bold are statistically significant)

Coefficient 95%
estimates of(95% C.| |
. 1. |p-value
Parameters model QP fixed |I. lower
effects upper
QP = a* Ef + b* Em + c*logk
Biomechanic a -0.1527 -0.241 -0.064 | 0.0012
al b -0.6888 -2.520 | 1.142 | 0.4510
C 1.0720 0.055 | 2.089 | 0.0394
QP = d*Mankin score + e*PLM score
Histological d 1.0699 0.6600 | 1.4799 |<0.0001
e -0.2415 -1.2200 | 0.7371 | 0.6232
QP = f*water content + g*GAG per dry
weight
Biochemical 0.2075 0.0604 | 0.3546 | 0.0070
f
g -0.0115 -0.0266 | 0.0036 | 0.1305
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4.6 Discussion

The purpose of this study was to relate measurements obtained with a hand-held electromechanical
device (Arthro-BST™) that maps electromechanical properties of cartilage across an entire surface
non-destructively, to histological, biochemical and biomechanical properties of osteochondral
cores harvested at different locations from 8 human distal femurs. The electromechanical QP
correlated strongly with the Mankin score (Figure 4.3), the PLM score of collagen organization
(Figure 4.3) and with unconfined compression mechanical parameters (Figure 4.5); while weaker
correlations were observed with the biochemical composition (GAG per dry or wet weight) and
water content (Figure 4.4). The secondary hypothesis that the Arthro-BST provides precise and
rapid non-destructive assessments of cartilage quality was also borne out by these correlations and
the fact that the electromechanical mapping of an entire articular surface takes around 30 minutes
to complete while histological, biochemical or biomechanical characterizations require several
days or weeks and only provide information on specific locations that are consumed by the

analyses.

This study confirmed the hypothesis that electromechanical QP is strongly related to the structure
and organization of the collagen network and to GAG content revealed by polarized light
microscopy and Safranin-O-Fast Green staining, respectively. This relationship is consistent with
prior work where a disorganised structure in degenerated cartilage (Abedian et al., 2013; Kleemann
et al., 2005) was related to streaming potentials (Garon et al., 2002; Legare et al., 2002). It is
important to note that previous work (Abedian et al., 2013; Changoor et al., 2011a; Changoor et
al., 2010; Changoor et al., 2007; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002) reported the streaming
potentials measurements as streaming potential integral (SPI1) while in the present study; it is
reported as a quantitative parameter (QP) which reflects the number of microelectrodes in contact
with the articular cartilage when the sum reaches 100mV. The new parameter QP is consequently
inversely proportional to SPI. The new parameter QP has significant advantages versus SPI
including the simplicity of calculation and robustness to noise. As reported by others, the
proteoglycan content decreases rapidly relative to the collagen content during the progression of
OA, but while the collagen content is maintained, its organization and integrity is severely
perturbed (Pearle et al., 2005). Those changes of collagen organization in articular cartilage are

revealed by polarized light microscopy (Changoor et al., 2011b) where a strong correlation between
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the PLM score and the electromechanical assessment was found here. In the multiple regression
analysis, the Mankin score was more closely related to QP than PLM, possibly since the Mankin
score accounts for more than just collagen related features when assessing matrix integrity.
Nonetheless both histological assessments were strongly related to electromechanics where a lower
electromechanical QP indicates better quality articular cartilage; corresponding to a lower Mankin

score (Figure 4.6) and a higher PLM score.

Non-lesional Lesional
4 10 20 30

Electromechanical 1 . . i -
(o] I ! |

Mankin score IIIIIIIIIII#IIIIIIII

0 2 5 9
Fibril Modulus E; ! ! !
(MPa) Illllllllll*-l EEEEEEEE
28 10 10
GAG content/wet weight Illllllllllgllllllll
(ng/mg) €8 )8 5

Figure 4.6: The electromechanical QP (logarithmic scale) correspondence with the 3 parameters
showing the highest statistical correlations, i.e. Mankin score, Fibril Modulus Erand GAG
content per wet weight based on multiple regression analysis. The solid portions of the blue, red,
and green lines correspond to the measured QP in this study, i.e. from 6 to 22. The
electromechanical QP increases from 7 to ~11 indicating slight cartilage degeneration
corresponding to: i) Mankin scores increasing from 0 to 2, ii) Fibril modulus Er decreasing from
> 20 to ~10 MPa and, iii) GAG content decreasing from 68 to ~28 pg/mg. Further increase of QP
from 11 to 15 corresponds to: i) Mankin scores increasing from 2 to 5, ii) Fibril modulus Es
decreasing from 10 to ~10* MPa and, iii) GAG content decreasing from 28 to ~5 pg/mg. QP
values above 15 correspond to yet more advanced cartilage degeneration on histological,

biomechanical and biochemical scales.
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Biochemical composition is also expected to be reflected in the electromechanical QP. In our study
QP correlated positively with water content since the disruption of the collagen network leads to
GAG loss and tissue swelling (Bonassar et al., 1995; Franz et al., 2001; Grodzinsky, 2011) and
increased water content from degeneration. Moreover, proteoglycan loss is one of the early sign of
cartilage degradation (Buckwalter & Mankin, 1997) and QP also correlated with GAG content that
are the source of negative fixed charge (Legare et al., 2002). Simple collagen content was not
related to the electromechanical QP as it is more the integrity of the collagen network rather than
its content (Franz et al., 2001) that changes with degeneration. Effectively, in the early degeneration
phase of articular cartilage, the collagen content is initially maintained but there is severe disruption
in the collagen architecture (Pearle et al., 2005). Moreover, our measured biochemical composition
for non-lesional articular cartilage fall in close agreement with previously published values
(Hoemann, 2004). Our findings show that electromechanical measurements are sensitive to
abnormally high tissue water content and corresponding lower fixed charge density, which are
important characteristics of early cartilage degradation.

In addition to histological features and biochemical composition, electromechanical QP correlated
with unconfined compression mechanical properties, as expected, since streaming potentials are
known to reflect the structure and composition of articular cartilage (Bonassar et al., 1995; Frank
& Grodzinsky, 1987; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002). Osteochondral cores with a high fibril
modulus (Es > 20 MPa) have excellent integrity of the extracellular matrix (confirmed by histology)
and strong electromechanical properties (with QP between 6 and 7). In the multiple regression
analysis, the effect of Er on the electromechanical QP was predominant compared to the effect of
Em or logk. Since the electromechanical QP measurement consists of a near instantaneous
indentation, this result is consistent with previously published studies where the response to
instantaneous compression was mainly controlled by the integrity of the collagen network (Franz
et al., 2001; Mow et al., 1990).

The correspondence of the electromechanical QP to histological, biomechanical and biochemical
parameters can be summarised visually on a logarithmic scale (Fig. 6). It should be mentioned that
the scale of the electromechanical QP could reach 30 suggesting a wider dynamic range than the
other parameters. This would allow highlighting even higher levels of degradation that are not seen
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in this study that uses mostly healthy non-lesional cartilage. This direct relationship between the
electromechanical QP and histological scores, fibril modulus Er and GAG content support the use
of this non-destructive electromechanical assessment as a surrogate for destructive and time-

consuming assessments of articular cartilage properties.

In the interpretation of our data, it is also important to keep in mind that about 90% of the area of
the articular surfaces (82% of the cores) was non-lesional. It is expected that the inclusion of more
degenerated articular surfaces in the study would have strengthened the observed correlations.
Also, the inclusion of physiological parameters such as age, gender, BMI or smoking habits could
further specify a more general model relating electromechanical QP to cartilage and patient-
specific parameters. One limitation of the Arthro-BST is that for low QP (< 4), it is difficult to
distinguish exceptionally high electromechanical properties of the cartilage from an extreme
thinness due to the geometry of the indenter and its limitations for thin cartilage. One solution to
address this issue is that a very low QP will be compared to a reference QP map, and be categorized
as degenerated if it is much lower than normal, thus indicating thinness rather than high
electromechanical properties. This particular limitation of the device caused no problem in the
current study since the lowest average QP obtained was 6. Nonetheless, it will be important to
account for in studies of cartilage repair where the repaired cartilage may be thinner than normal
cartilage. We also found that the electromechanical QP did not correlate with thickness, which is
reasonable since the indenter force was previously found to be independent of thickness for
thickness ranging from 2 to 4 mm (Lyyra et al., 1995), in contrast to measurements on thinner
cartilage where a correlation between the streaming potentials and the thickness was seen (Garon,
2007).

These results suggest that the non-destructive evaluation of cartilage electromechanical properties
by the Arthro-BST is more sensitive to the integrity and the structure of the extracellular matrix.
Considering the fact that the non-destructive mapping of an entire distal femur with a high
resolution (about 300 measures per distal femur) takes about 30 minutes, the Arthro-BST can
provide a rapid and reliable tool for cartilage assessment where spatially resolved measurements
over the entire surface are desired. For example, the Arthro-BST could be useful in the quantitative

evaluation and mapping of the electromechanical properties of entire articular surfaces in cartilage
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repair studies or studies of wear-patterns in osteoarthritis. Moreover, the device could be useful in
cartilage research in general to further understanding of cartilage diseases, and to develop new
therapeutic products, cartilage repair techniques and reliable animal models of osteoarthritis.
Additionally, since that the Arthro-BST has been designed for compatibility with arthroscopy, it
could reveal itself useful in assessing the cartilage quality during surgery and could aid in the
establishment of treatment algorithms.
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dégénérées (ou aucune dégénération n’est soupgonnée).

Informations supplémentaires

Journal
Date de soumission

Date d’acceptation

Journal of Orthopedic Research
Février 2016
Juin 2016

Contribution des auteurs

Sotcheadt Sim

Anik Chevrier
Martin Garon
Eric Quenneville
Patrick Lavigne
Alex Yaroshinsky

Caroline D. Hoemann

Michael D. Buschmann

Design de [’étude, collecte des données mécaniques et
électromécaniques, analyse et interprétation des données,
revue de littérature, écriture et révision de [’article

Design de [’étude, collecte des données histologiques et des
analyses biochimiques et révision de [’article

Design de [’étude, interprétation des données et révision de
larticle

Design de I’étude, interprétation des données et révision de
[’article

Expertise clinique et révision de l’article

Expertise statistique et révision de [’article

Design de [’étude (partie histologique et biochimique) et
révision de [’article

Design de [’étude, analyse et interprétation des données,

expertise statistique et révision de [’article




70

5.1 Abstract

Recent advances in the development of new drugs to halt or even reverse the progression of
Osteoarthritis at an early-stage requires new tools to detect early degeneration of articular cartilage.
We investigated the ability of an electromechanical probe and an automated indentation technique
to characterize entire human articular surfaces for rapid non-destructive discrimination between
early degenerated and healthy articular cartilage. Human cadaveric asymptomatic articular surfaces
(4 pairs of distal femurs and 4 pairs of tibial plateaus) were used. They were assessed ex vivo:
macroscopically, electromechanically (maps of the electromechanical quantitative parameter, QP,
reflecting streaming potentials), mechanically (maps of the instantaneous modulus, IM) and
through cartilage thickness. Osteochondral cores were also harvested from healthy and degenerated
regions for histological assessment, biochemical analyses and unconfined compression tests. The
macroscopic visual assessment delimited three distinct regions on each articular surface: region |
was macroscopically degenerated, region Il was macroscopically normal but adjacent to region |
and region 111 was the remaining normal articular surface. Thus, each extracted core was assigned
to one of the three regions. A mixed effect model revealed that only the QP (p<0.0001) and IM
(p<0.0001) were able to statistically discriminate the three regions. Effect size was higher for QP
and IM than other assessments, indicating greater sensitivity to distinguish early degeneration of
cartilage. When considering the mapping feature of the QP and IM techniques, it also revealed
bilateral symmetry in a moderately similar distribution pattern between bilateral joints.

5.2 Keywords

Articular Cartilage, Mechanics, Streaming Potentials, Osteoarthritis, Cartilage Diagnostic
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5.3 Introduction

Early detection of cartilage degeneration is an imperative since Osteoarthritis evolves slowly over
decades permitting a wide timeframe to halt or reverse the disease (Chu et al., 2012). The primary
changes in the degenerative process of articular cartilage consist of alterations in the structure and
biochemical content of cartilage extracellular matrix (Buckwalter & Mankin, 1997). There is an
urgent need for a quantitative, sensitive, user-independent and non-destructive tool to detect early
cartilage changes to understand the disease process, identify adequate disease-modifying

treatments and evaluate their efficacy (Chu et al., 2012).

Benchtop techniques currently used for ex vivo cartilage assessment include visual macroscopic
evaluation (Brittberg & Winalski, 2003), histological scores (Mankin et al., 1971; Pritzker et al.,
2006), biochemical assays (Hoemann et al., 2002) and simple mechanical tests (Mansour, 2003).
Unfortunately, most of these techniques require isolation of cartilage cores which leads to partial
destruction of the articular surface and possible creation of mechanical and histological artefacts
(Hunziker et al., 2014), in addition to being time-consuming. Moreover, information obtained at a
single location may not reflect the properties of the entire articular surface, given the spatial
variation of cartilage properties (Armstrong et al., 1995). Visual macroscopic evaluation has been
subjected to many critiques involving poor inter-observer agreement and incomplete validation to
diagnose cartilage lesions (Casula et al., 2014; Friemert et al., 2004). Mechanical and
electromechanical properties have been recognized as accurate indicators of the functional
properties of cartilage (Armstrong & Mow, 1982), provided by structure and composition
(Changoor et al., 2011; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002; Sim et al., 2014). However, reliable

instruments for practical evaluation of these properties over entire surfaces are currently lacking.

Our research group has developed two unique approaches in the quantitative assessment of
cartilage that overcome some limitations of other techniques. The first technique uses an
arthroscopic probe to measure electromechanical properties of cartilage via compression-induced
streaming potentials (Buschmann et al., 1998; Garon et al., 2007; Quenneville, 2006; Sim et al.,

2014). The second uses a multiaxial mechanical tester to perform automated spherical indentation
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and thickness measurements to map mechanical properties (Sim et al., 2015; Sim et al., 2013). Both
approaches offer several advantages compared to other techniques such as being non-destructive,
allowing repeated measurements and performing multiple characterizations at the same location in
a short time (Sim et al., 2014). Furthermore, the electromechanical probe reliability to evaluate

allograft quality has been published recently (Mickevicius et al., 2015).

The aim of the current study was to investigate the sensitivity of these two techniques to distinguish
between cartilage regions that appears macroscopically normal but are adjacent to visually
degenerated regions (where early or mild degeneration is suspected) and cartilage far away from
visually degenerated regions (where no degeneration is suspected). These performance results were
then compared to those of current gold standard techniques namely macroscopic assessments
(adapted from the ICRS grading), cartilage thickness, histological Mankin Scores, unconfined
mechanical compression, and biochemical assessments. Based on the assumption that patterns in
the distribution of mechanical, electromechanical properties and thickness should be more similar
within-donor, this study also aimed to quantitatively evaluate the performance of these non-

destructive characterization mapping techniques.

5.4 Methods

5.4.1 Tissue Source

Four pairs of distal femurs (2 females and 2 males, aged 46 to 64 years) and four pairs of tibial
plateaus (1 female and 3 males, aged 52 to 64 years) from cadaveric human research donors were
provided by a tissue bank (RTI Surgical, Florida, USA) and stored at —80°C. All samples were

handled according to approved institutional ethics committee-certificates.

5.4.2 Study Design

Figure 5.1 summarizes the study design. Frozen articular surfaces were thawed in a plastic bag at

4°C overnight. A camera-registration system (Biomomentum Inc., Canada) was first used to
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superimpose a position grid (~9 positions/cm?; ~120 positions for each distal femur and ~140
positions for each tibial plateau) on the real-time video stream of the entire articular surface. Then,
a mapping using the Arthro-BST™ (Biomomentum Inc., Canada) was performed to obtain
electromechanical properties (30 seconds/position) followed by a macroscopic assessment
(adapted from the ICRS grading) on each sample. Afterwards, the automated indentation mapping
was performed in order to extract mechanical properties of the articular cartilage at each position
of the grid (1 minute/position). Osteochondral cores were then extracted randomly from visually
abnormal and normal regions for biochemical assays and unconfined compression (UC) tests
followed by histological assessment. Cores for biochemistry were flash-frozen; those destined for
unconfined compression were stored at —80°C and those for histology were fixed in 10% neutral
buffered formalin. Finally, automated thickness mapping was performed at each position of the
grid (15 seconds/position). The thickness mapping was performed after coring to avoid puncture

holes in the osteochondral cores used for subsequent tests.
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Figure 5.1: Methods Summary. Articular surfaces were electromechanically mapped,

macroscopically visually assessed and prepared for the automated indentation/thickness mapping
as well as subsequent processing for mechanical, histological and biochemical analyses on
osteochondral cores. The macroscopic visual assessment allowed defining three distinct regions
on the articular surface. First, the encircled region of the abnormal cartilage (ICRS grade>0) was
considered as region I. Then, region Il was defined by delimiting the area (ICRS grade 0)
surrounding region I. Finally, region I11 was defined as the remaining normal articular surface
(ICRS grade 0). A representative example of one distal femur where osteochondral cores has
been extracted and assigned to either region I, 1l or I1l. The indentation modulus (IM) was
obtained using the thickness and an elastic model in spherical indentation.
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5.4.3 Electromechanical Probe Mapping

Electromechanical properties were mapped ex vivo using the benchtop version of the hand-held
medical device Arthro-BST (Biomomentum Inc., Canada) as described previously (Sim et al.,
2014). The device calculates a quantitative parameter (QP) which corresponds to the number of
microelectrodes in contact with the cartilage when the sum of their streaming potential reaches
100mV (inversely proportional to electromechanical activity). The semi-spherical indenter of the
device was manually compressed onto the cartilage surface for approximately one second, once, at

each position of the grid and the device recorded the corresponding QP.

5.4.4 Visual Assessment

Entire articular surfaces were visually assessed with a methodology adapted from the ICRS lesion
classification system (Mainil-Varlet et al., 2003), where visually normal cartilage corresponds to
an ICRS grade of 0. All other grades were considered visually abnormal. The extent of each
visually normal and abnormal regions were encircled on pictures of the articular surface with
positioning grid superimposed. This visual assessment allowed defining three distinct regions on
the articular surface (Figure 5.1). First, the encircled region(s) of all abnormal cartilage was/were
considered as region I. Then, region Il was defined by delimiting the area surrounding region 1.
Finally, region 111 was defined as the remaining normal articular surface. All regions occurred at
different locations and in different size areas on each distal femur while for tibial plateaus, those

regions were mostly at the same location but varied in size.

5.4.5 Automated Indentation Mapping

Mechanical properties were mapped ex vivo, using a technique allowing for automated normal
alignment and indentation mapping of materials using a multiaxial mechanical tester (Mach-
1v500css, Biomomentum Inc., Canada). The technique precisely detects the surface orientation at
each position and records the normal load with a multiple-axis load cell (70N range and 3.5mN
resolution on the vertical axis, 50N range and 2.5mN resolution on the horizontals axes).

Perpendicular indentation was obtained by simultaneously moving the three stages of the tester at
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different speeds in order to move the spherical indenter (6.35mm diameter) perpendicularly to the
surface. The cartilage was indented by 200um at 500um/s for distal femurs and at 200um/s for

tibial plateaus.

5.4.6 Osteochondral Core Harvesting

Osteochondral cores were harvested using tubular chisels with a 3.5mm diameter (Smith and
Nephew, United States). After the extraction of cores, the articular surface was repositioned into
the testing chamber to photodocument the location of each core site relative to the position grid
used for mapping.

5.4.7 Automated Thickness Mapping

Thickness was mapped with the needle technique (Jurvelin et al., 1995) by replacing the spherical
indenter with a 26G 3/8” PrecisionGlide intradermal bevel needle (BD, United States). The
mechanical tester vertically moves the needle towards the sample at a constant speed until it
penetrates the cartilage surface and stops inside the bone.

5.4.8 Osteochondral Cores Analyses

First, a calibrated dissection microscope with Northern Eclipse software version 8 (EMPIX
Imaging Inc., Canada) was used to measure the thickness of the cartilage layer of each
osteochondral core. UC consisted of a series of stress relaxations (1 precompression of 10% strain
and 5 compressions of 2% strain each with ramp velocity of 0.4% strain/second; relaxation stops
when relaxation rate of 0.05N/min is reached). The 2% stress relaxation ramps were fit (with disk
radius=1.75mm, deformation=0.02, effective Poisson’s ratio=0) to the linear fibril-network-
reinforced biphasic model(Soulhat et al.,, 1999) using the Mach-1 Analysis software
(Biomomentum Inc., Canada). Intrinsic parameters from each fit of the model were the fibril
modulus Er (MPa), the matrix modulus En (MPa) and the hydraulic permeability k (10*2m*/N-s).

All osteochondral cores that were tested in UC were then assessed histologically. For this, each
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osteochondral core was fixed in 10% NBF and decalcified in 0.5N HCI1/0.1% glutaraldehyde prior
to dehydration, clearing and paraffin embedding. 5um paraffin sections were obtained and
collected on Superfrost plus slides. The sections were stained with Safranin-O/Fast Green
(Hoemann et al., 2011) and scored with the Mankin histological-histochemical grading system
(Mankin et al., 1971) twice by one blinded observer. The average of both measurements was used
for analysis. In total, 66 cores were used for histological assessment only and 67 cores for
mechanical testing followed by histology. 100 cores were tested through biochemical assays to
obtain water content, glycosaminoglycan (GAG), collagen and DNA content per wet weight and

dry weight using previously published methods (Hoemann, 2004; Hoemann et al., 2002).

5.4.9 Data Processing

From the automated thickness mapping results, cartilage thickness was calculated at each position
by the difference between the vertical position of the surface (where the load starts to increase) and
that of the cartilage/bone interface (corresponding to the first inflection point in the
displacement/force curve) (Figure 5.1, thickness panel). The instantaneous modulus (IM) at each
position was obtained by fitting the load-displacement curve (with corresponding thickness and
effective Poisson ratio of 0.5) to an elastic model in indentation (Hayes et al., 1972) (Figure 5.1,
instantaneous modulus panel). Due to the compliance of the testing system, the normal indentation
amplitude is less than actually, thus data must be processed to account for this. The compliance of
the measurement system was characterized using an experimental setup which consists of a
stainless steel cylinder (radius of 25.4mm). Perpendicular indentations were done on the cylinder
in order to obtain an experimental curve for the compliance of the system. In order to compare QP
and IM maps with biochemical, histological and UC parameters on cores, the QP and IM
corresponding to each core was calculated as the average of all values (using 1 to 4 measurements)

measured within 6 mm from the core center (Figure 5.1).

5.4.10 Statistical Analyses

All statistical analyses were performed with SAS version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, North

Carolina, USA). The intraclass correlation coefficient was obtained for the histological Mankin
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score as ICC(2,1). Relationships between QP, IM, biochemical, histological and UC results were
assessed by parametric correlation analyses using Pearson’s correlation coefficient (r). In order to
assess the performance of each characterization type using uniform statistical sampling, only core
assessments were used (Fig. 1). Multiple regression was performed using a mixed effects model to
examine which characterization could reveal a difference between regions I, Il and Ill. The core
characterization of interest (QP, 1M, thickness, Mankin score, UC or biochemical parameters) was
the response variable, the three regions were considered as the explanatory variables (fixed effects)
and the donor as the random effect. Effect size (difference between each region means divided by
the pooled standard deviation) was calculated for each characterization to reveal their sensitivity
to differentiate the 3 regions and does not take the within donor correlations into account. For all

statistical tests, a p-value of 0.05 (two sided) or smaller was considered statistically significant.

To quantitatively assess similarity in spatial distribution patterns of the electromechanical,
indentation and thickness mappings between the joints of the same donor (within-donor) versus
different donors (between-donor), parametric correlation analysis (Pearson’s r and Spearman’s p)
was performed. Mappings of all right and left (mirrored) articular surfaces were considered.
Correlation coefficients measure the similarity in shape (spatial distribution patterns) only,
regardless of differences in scale (Clifford et al., 1989; Dutilleul et al., 1993; Rowland et al., 2015).
Under the assumption that patterns in the distribution of cartilage’s properties should be more
similar within-donor than between-donor, it was assumed that finding higher within-donor

correlation coefficients would be an indication of mapping characterizations performance.

5.5 Results

5.5.1 QP and IM Correlate with Osteochondral Core Assessments

A Pearson’s correlation analysis revealed meaningful correlations between the QP and IM with
mechanical properties in UC. Normal cartilage is predicted to show low QP and high IM values.
Effectively, a lower QP and a higher IM correlated strongly with a higher Es (r=—0.69, p<0.0001,;
r=0.70, p<0.0001, respectively), moderately with a higher En (r=—0.30, p=0.005; r=0.49,
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p<0.0001, respectively), and lower permeability log(k) (r=0.56, p<0.0001; r=—-0.47, p=0.0001,
respectively). For tibial plateaus, QP and IM correlated moderately with cartilage thickness
(r=0.40, p=0.001; r=-0.55, p=0.0002, respectively) and tibial plateau cartilage varied from
1.46mm to 3.85mm thick. For distal femurs, a moderate correlation was obtained between QP and
thickness (r=0.43, p=0.02), but no correlation was obtained between IM and thickness (r=—0.13,
p=0.54). Distal femur cartilage varied from 1.59mm to 3.39mm thick. Safranin-O/Fast Green
stained sections showed evidence of GAG depletion in areas with higher QP and decreased IM and
consistent with this finding (Figure 5.2), the QP and IM correlated moderately but significantly
with the Mankin score which reflects cartilage degeneration as the score value increases (r=0.42,
p<0.0001; r=—0.38, p<0.0001, respectively). Weak to no correlations were found between QP or
IM and biochemical parameters. Firstly, altogether these data showed that QP and IM values
correlate or not as expected with the other current techniques to assess cartilage degeneration used

in this study. Thus, further analysis on the sensitivity of both techniques could be conducted.
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Figure 5.2: Panel a, b and c are representative Safranin-O/Fast Green stained sections for 3
Mankin scores and their corresponding IM (MPa) and corresponding QP (AU); Bars = 1 mm.
Panel d and e display boxplots showing median values (central horizontal line), first and third
quartiles (box) and 1.5 x interquartile range (bars). The number of cores in each Mankin score

group for each characterization is shown in the corresponding graph next to the boxplot.



80

5.5.2 Mixed Effects Model Analysis

A multiple regression model (mixed effect) was used in order to examine whether individual
osteochondral core assessments could distinguish between regions 1, 11 (i.e., the area surrounding
region 1) and Il (Figure 5.3). A difference between region | and Ill could be revealed by the
histological Mankin Score (p=0.0003), the QP (p<0.0001), the IM (p<0.0001), the Ef (p<0.0001),
the logarithm of permeability (p=0.0134) and the collagen per wet and dry weight (p<0.02 and
p<0.004 respectively). In region Il analyses, it was defined as a 5mm or a 10mm area
circumferentially adjacent to region I (Figure 5.1). The analysis revealed similar results for both
region Il areas. Between regions | and Il (surrounding 5mm), only the QP (13.7 vs 10.7 AU,
p<0.0001), IM (2.5 vs 4.4 MPa, p=0.0003) and collagen per dry weight (0.33 vs 0.29 mg/mg,
p=0.0424) had a significantly different adjusted mean. However, when taking the surrounding
10mm, the Mankin score, Erand logarithm of permeability could also reveal significant differences
between region I and 11 (3.4 vs 2.5, p=0.0406, 9.1 vs 17.1 MPa, p=0.004 and —2.3 vs —2.9, p=0.0448
respectively). Between region Il (surrounding 5mm) and Ill, only the QP (10.7 vs 8.4 AU,
p<0.0001), IM (4.4 vs 6.2 MPa, p<0.0001) and Es (13.7 vs 19.6 MPa, p<0.04) differentiated both
macroscopically visually normal regions. However, when taking the surrounding 10mm, the Es
could not reveal a significant difference between region Il and 111 (17.1 vs 17.2 MPa, p=0.62). All
other characterizations, such as permeability, water content, GAG content and cells content per wet
and dry weight, did not show any significant differences between those three regions. The
differentiation between region Il and 11 is critical since both regions are macroscopically normal
while region Il surrounds lesional cartilage (i.e. early degeneration) where only QP and IM could

differentiate significantly region Il from region Ill.
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Figure 5.3: All cores (statistical unit) extracted from 4 pairs of distal femurs and 4 pairs of tibial

Legend:

plateaus were used in the multiple regression model (mixed effects). This multiple regression
analysis was conducted to compare the performance of the histological Mankin score, thickness,
electromechanical QP, instantaneous modulus and unconfined compression parameters (fibril
modulus, matrix modulus and permeability) in distinguishing between regions I, Il and I1l. The
number of cores in each region for each characterization is shown above each bar. Region Il is
the surrounding 5 mm around region I. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. Bar graph displays
adjusted Least Squares Means and Standard Error outputs from the mixed effects model. The

legend only shows a representative example of the three regions of one distal femur.

5.5.3 Sensitivity Analysis

An effect size analysis was performed to investigate the sensitivity of different assessments for
distinguishing between regions I, 1l and Il (Figure 5.4). The QP, the Mankin score, the IM,
thickness, Er and collagen per wet and dry weight produced an effect size equal or higher than 0.5
to differentiate region I and Il1. In order to distinguish region | from Il or region Il from IlI, only
the QP, IM, Er and collagen per wet weight obtained an effect size score equal or higher than 0.5.
The following parameters had an effect size score lower than 0.5 for the detection of all pairwise

regions: Em, permeability, water content, GAG content and cells content per wet and dry weight.
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These results are consistent with the mixed effects model comparing regions I and 111, where only
the Mankin Score, the QP, the IM, the Ef and collagen per wet and dry weight’s means were
significantly different. Between regions | and Il and regions Il and 11, results from the mixed model
and effect size were consistent where the QP, IM, and Er were significantly different between

regions.
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Figure 5.4: Effect sizes for the electromechanical QP, instantaneous modulus, thickness,
histological Mankin score and unconfined compression assessment (fibril modulus, matrix
modulus and permeability). Forest plot displays the effect size (difference between each region
means divided by the pooled standard deviation) and their 95% confidence interval. The effect
size analysis has been conducted without taking the within donor correlations into account. Forest
plot highlights that QP and IM are the best performing technique with the three confidence
interval furthest from the zero vertical line and the highest effect size, indicating greater

sensitivity to distinguish early degeneration of cartilage.

5.5.4 QP, IM and Thickness Mappings

Mappings of the QP (Figure 5.5-a), IM (Figure 5.5-b) and thickness (Figure 5.5-c) were obtained
for all pairs of articular surfaces. Abnormal cartilage may be thicker due to increased water content
or thinner due to tissue loss. The thickness patterns were similar in neighboring tissues and
abnormal cartilage was delimited by a red solid line (Figure 5.5-c) in the distal femurs. Most
importantly, these same degenerated regions had high QP (greater than 10AU, yellow-red regions
in Figure 5.5-a) and low IM (between 0.2 and 3MPa, yellow-red regions in Figure 5.5-b) compared

to normal regions (between 4 and 10AU, blue-green regions in Figure 5.5-a; between 3 and 20MPa,
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blue-green regions in Figure 5.5-b). QP and IM mappings were therefore consistent with the
macroscopic assessment of abnormal cartilage and in addition revealed that degradation patterns

often extended beyond the macroscopically visible lesion boundaries (Figure 5.5-a and b).
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Figure 5.5: Representative mappings from two distal femurs from one female donor (46 year old
female) and two tibial plateau from a male donor (54 year old male). a) QP mapping of one
representative distal femur and tibial plateau with logarithmic scale from 4 to 30 AU; b) IM

mapping of one representative distal femur and tibial plateau with logarithmic scale from 0.2 to

40 MPa; c¢) Thickness mapping of one representative distal femur and tibial plateau with linear

scale from 1 to 5 mm. The three distinct delimited regions are drawn into the mappings where a

red solid line delimits region | from region Il and red dashed line delimits region Il from region
I11. A distance of 5 mm surrounding region | is being represented in the figure for region II.

Symmetric pattern (black arrowheads) are shown for both right and left joints of the same donor.
A 60% transparency has been applied to the mapping layer so that some articular surface
landmarks remain visible through it. Note that the associated scale has also been blended with
60% transparency with the average cartilage surface color (this allows for better matching of the
scale colors to match those of the mapping).
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5.5.5 Bilaterally Similar Distribution Patterns Revealed by Mappings

Similar distribution patterns were seen when comparing the right and left characterization maps of
each donor (Figure 5.5, black arrowheads). A quantitative assessment of this within-donor
similarity was performed and results are shown in Figure 5.6. To assess the similarity of the spatial
distribution pattern of bilateral knee joints, Pearson’s r and Spearman’s p were both calculated.
Both parametric analyses revealed similar conclusions. However, Pearson’s r correlation was
higher in all cases, suggesting variable responses were reasonably linear (Figure 5.6). Moderate
correlations were found within-donor for the QP and the IM in distal femurs and tibial plateaus.
These moderate correlations within-donor constitutes initial evidence of the hypothesis that the
spatial distributions within-donor are similar in terms of shape (Figure 5.6), and potentially, in

terms of scale (Figure 5.5).
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Figure 5.6: Parametric Pearson’s r of entire mappings of distal femurs and tibial plateaus
for electromechanical QP (a), instantaneous modulus IM (b) and thickness (c) mappings. Within-
donor values are in the diagonal and consist of the comparison between the right and left knee of

the same pair of joints. Between-donor values are shown off-diagonally and consist of the
comparison between the right and left knee of any pair of joints. A red-white-green color scale is

used to show minimum to maximum correlation coefficient r values within each table. The

correlation between the right knees of any between-donor joints have also been tested and

resulted in similar conclusions.
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5.6 Discussion

The purpose of this study was to investigate the performance of two recent techniques, one
electromechanical and one mechanical, to distinguish between cartilage regions where
degeneration is visible, where early or mild degeneration is suspected (adjacent to visibly
degenerated regions) and where no degeneration is suspected (far away from visibly degenerated
regions). Meaningful correlations were observed between QP and IM and well-established
histological, mechanical and biochemical assessments (Figure 5.2). A mixed effects model and
effect size analysis showed that these two parameters were more robust in distinguishing early
degenerated cartilage compared to the other well-established methods (Figure 5.3 and Figure 5.4).
The QP and IM mappings were consistent with the macroscopic visual assessment of abnormal
cartilage, and they revealed an extended degradation region compared to what was seen visually
(Figure 5.5). Lastly, these recently developed techniques revealed moderate bilateral similarity of

the within-donor spatial distribution (Figure 5.6).

All results in this study clearly demonstrated the ability of the arthroscopic probe and the automated
indentation technique to distinguish between visually degenerated cartilage, early degeneration
(not visible) and normal cartilage. Our results indicated that only the QP and IM were sensitive
enough to distinguish early cartilage degeneration that appears visually normal but are adjacent to
a defect (Figure 5.3 and Figure 5.4). Indeed, these observations are consistent with previously
published studies where the sensitivity of electromechanics (Changoor et al., 2011) and mechanics
(Knecht et al., 2006) to detect early alterations in cartilage has been demonstrated. In particular,
the current study is the first to show the superior sensitivity of both quantitative techniques on
human cadaveric articular surfaces of naturally degraded cartilage surrounding focal defects
compared to semi-quantitative histological Mankin scores which is considered to reflect well the
overall condition of the cartilage (Rutgers et al., 2010). Indeed, studies have shown that early-stage
OA processes occur without macroscopic changes in the cartilage morphology (Burstein et al.,
2009; Crema et al., 2011). Our study also shows that visual and thickness assessments are much
less sensitive to distinguish early degenerated cartilage, similarly to many previous studies, than
electromechanical and mechanical assessments where the functional and structural properties of

cartilage play important roles.
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The current study also reveals similar correlations of the QP with histological scores and
mechanical parameters in human tibial plateaus and distal femurs as reported in a prior study (Sim
et al., 2014). In addition, there was a positive correlation between QP and cartilage thickness in
tibial plateaus, which could be related to more important topographical variations present on this
articular surface compared to distal femurs (Quinn et al., 2005; Shepherd & Seedhom, 1999). It
shall be noted that a different indentation speed was used for both articular surfaces. However,
based on a previous work (Quenneville, 2006), the cartilage seems to attain an elastic regime near
500pum/s. Albeit, this difference may not have had an important impact on the outcome
measurement. The IM, obtained from the automated indentation technique, also correlated with the
histological Mankin score and UC parameters as expected. Indeed, both mechanical measurements
(IM and UC parameters) are from different test configurations where the cartilage response should
reflect the structure and integrity of the collagen network (Knecht et al., 2006; Sim et al., 2014).
Weak to no correlations were observed between both electromechanics or mechanics, and
biochemical parameters since we believe that subtle changes occurring in early stages mostly affect
the structure/integrity of the macromolecular framework rather than biochemical content
(Buckwalter et al., 2005; Eyre & Wu, 1995; Mankin & Thrasher, 1975).

The strength of these two techniques relies on their quantitative assessment of cartilage
degeneration obtained non-destructively and relatively rapidly. These techniques offer many
advantages compared to well-established methods of cartilage assessments by characterizing the
entire surface non-destructively which could be appreciable in a cartilage repair or in a drug-
treatment study. Indeed, both techniques could help assess the surrounding cartilage while other
assessments only provide information at specific locations since evaluations are only performed on
harvested locations. In addition, in contrast to what is usually required for simple mechanical tests
(i.e. individual sample harvesting, visual orientation of the sample surface perpendicularly to
compression axis, sample preservation causing possible mechanical alteration), both QP and IM
techniques do not require such sample handlings which are costly and time-consuming. Moreover,
the role of the camera-registration system accompanying both systems is crucial since it registers

the location of test measurements which in the case of the electromechanical probe allows for real-
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time positioning and, in the case of the automated indentation technique, allows for mechanically-
controlled positioning over the surface. For clinical evaluation of cartilage, the electromechanical
probe offers a major advantage over the automated indentation technique since it can be used as an
arthroscopic tool and has already shown reliability in assessing the quality of cartilage and user-
independence (Abedian et al., 2013; Becher et al., 2016; Changoor et al., 2011; Changoor et al.,
2007; Sim et al., 2014). Nonetheless, the automated indentation technique has the advantage of

being used on animals as small as rabbit or mice for in vitro studies (Lavoie et al., 2015).

A limitation imposed by our study design is that our sensitivity analysis was based on macroscopic
visual assessment (assumed comparable to the arthroscopic assessment) for delimiting all regions.
Many studies have shown that even if arthroscopic assessment (visual and probing) remains useful
for OA diagnosis, its outcome remains subjective and limited to the surface of the articular cartilage
(Casula et al., 2014). Using such a qualitative assessment to define regions of cartilage degradation
has probably created errors in the region assignment, which could have reduced the performance
of more reliable characterization techniques. Region Il was defined as either the surrounding 5mm
or 10mm. The larger the surrounding distance, the more cores far from the lesions (not suspected
of degeneration) are included in region Il. This could be observed for the fibril modulus since by
taking the surrounding 10mm, there was no significant difference between region Il and 111 contrary
to the surrounding 5mm. However, the inclusion of more samples within each region could increase
power and lead to more significant differences between region Il and 111 for the fibril modulus. In
particular, this study has compared absolute measurements (e.g. QP, IM, thickness) to relative
diagnostic values (e.g. histological Mankin Score). Hypothetically, if the cartilage samples in this
study were perfectly normal, the Mankin score would be zero everywhere whereas the QP and the
IM would still reveal a spatial distribution and this should be considered while interpreting results
such as those presented in Figure 5.4. Using average normal characterization distributions as
reference values, our group is currently in the process of interpreting and transforming these
measurements into diagnostic criteria. This transition is essential to open the way for the
electromechanical arthroscopic probe to clinical applications. Another limitation is the relatively
small number of articular surfaces used covering only the very early-stage of OA progression. Even
if all pairs of articular surfaces showed a left-right moderate similarity in the distribution pattern

of both electromechanical and mechanical parameters, where this symmetry was previously only
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observed at late-stage OA (Metcalfe et al., 2012), there is a high variability of the data both within-
and between-donor. These primary observations are initial evidence that the hypothesis on within-
donor similarity may be correct. However, the inclusion of more donors would support
investigation on the timescale involvement of this symmetrical process for clinical purposes of
bilateral knee osteoarthritis. Nonetheless, there are so many variables and measurements that
multiplicity issue should be considered. Another limitation is related to the automated indentation
technique where the Hayes’ model (Hayes et al., 1972) was used to calculate the elastic modulus
(IM) in spherical indentation using the transient section of the load/displacement curve. Data could
have been fit to more appropriate models of articular cartilage mechanics, e.qg. the fibril-reinforced
poroelastic model (Soulhat et al., 1999), where the permeability, the matrix and fibril modulus can

be fitted from the stress relaxation portion of the curve.

This study is the first to report the ability of an electromechanical probe and automated indentation
technique to identify early signs of alterations of articular cartilage. These new techniques have not
only been found to be more sensitive than well-established techniques that require harvesting a
cartilage explants but are less time-consuming, and reveal interesting patterns of bilateral similarity
for normal articular surfaces and early OA sites. These mapping techniques provide new avenues
for innovative study designs (e.g. cartilage repair (Schagemann et al., 2016; Sim et al., 2015), where
entire articular surfaces could be rapidly and non-destructively assessed, either ex vivo (benchtop
electromechanical probe or multiaxial mechanical tester) or in vivo, using the arthroscopic

electromechanical probe.

5.7 Acknowledgements

We acknowledge the technical contributions of Geneviéve Picard, Insaf Hadjab, Alexandre Torres,
Francois Marcoux, Camille Larose, Philippe Martel, Marie-Héléne Beauséjour and Sylvain
Gaufrés. Funding provided by the National Sciences and Engineering Research Council (NSERC),
the Fonds de recherche du Quebec - Nature et technologies (FRQNT) and Biomomentum Inc.
Operating grants from the Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada

(NSERC) and from Biomomentum Inc. paid for all experimental procedures, graduate student



89

stipends, salary support for research staff, and towards presentation of findings at the Orthopaedic
Research Society 2014 Annual Meeting (March 2014, New Orleans, LA, USA), the 2™
International Conference on BioTribology (May 2014, Toronto, Canada) and the 7" World
Congress of Biomechanics (July 2014, Boston, MA, USA). The FRQ-Santé Groupe de Recherche

en Sciences et Technologies Biomédicales (GRSTB) provided histology service.

5.8 Conflict of interest

Two of the co-authors, E. Quenneville and M. Garon, are the owners of the company

Biomomentum Inc.

5.9 References

Abedian, R., Willbold, E., Becher, C., & Hurschler, C. (2013). In vitro electro-mechanical
characterization of human knee articular cartilage of different degeneration levels: a
comparison with ICRS and Mankin scores. J Biomech, 46(7), 1328-1334. doi:
10.1016/j.jbiomech.2013.02.004

Armstrong, C. G., & Mow, V. C. (1982). Variations in the intrinsic mechanical properties of human
articular cartilage with age, degeneration, and water content. J Bone Joint Surg Am, 64(1),
88-94.

Armstrong, S. J., Read, R. A., & Price, R. (1995). Topographical variation within the articular
cartilage and subchondral bone of the normal ovine knee joint: a histological approach.
Osteoarthritis Cartilage, 3(1), 25-33.

Becher, C., Ricklefs, M., Willbold, E., Hurschler, C., & Abedian, R. (2016). Electromechanical
Assessment of Human Knee Articular Cartilage with Compression-Induced Streaming
Potentials. Cartilage, 7(1), 62-69. doi: 10.1177/1947603515599191

Brittberg, M., & Winalski, C. S. (2003). Evaluation of cartilage injuries and repair. J Bone Joint
Surg Am, 85-A Suppl 2, 58-69.



90

Buckwalter, J. A., & Mankin, H. J. (1997). Articular cartilage: Degeneration and osteoarthrosis,
repair, regeneration, and transplantation. Journal of Bone and Joint Surgery. American
Volume, 79A(4), 612-632.

Buckwalter, J. A., Mankin, H. J., & Grodzinsky, A. J. (2005). Articular cartilage and osteoarthritis.
Instr Course Lect, 54, 465-480.

Burstein, D., Gray, M., Mosher, T., & Dardzinski, B. (2009). Measures of molecular composition
and structure in osteoarthritis. Radiol Clin North Am, 47(4), 675-686. doi:
10.1016/j.rcl.2009.04.003

Buschmann, M. D., Guardo, R., Garon, M., Le Guyader, P., & Savard, P. (1998). United States
Patent No. 5779651.

Casula, V., Hirvasniemi, J., Lehenkari, P., Ojala, R., Haapea, M., Saarakkala, S., . . . Nieminen, M.
T. (2014). Association between quantitative MRI and ICRS arthroscopic grading of
articular cartilage. Knee Surgery, Sports Traumatology, Arthroscopy, doi 10.1007/s00167-
014-3286-9. doi: 10.1007/s00167-014-3286-9

Changoor, A., Coutu, J. P., Garon, M., Quenneville, E., Hurtig, M. B., & Buschmann, M. D. (2011).
Streaming potential-based arthroscopic device is sensitive to cartilage changes immediately
post-impact in an equine cartilage injury model. J Biomech Eng, 133(6), 061005. doi:
10.1115/1.4004230

Changoor, A., Quenneville, E., Garon, M., Cloutier, L., Hurtig, M. B., & Buschmann, M. D.
(2007). Streaming potential-based arthroscopic device discerns topographical differences
in cartilage covered and uncovered by meniscus in ovine stifle joints. Paper presented at
the 53rd Annu Meet Orthop Res Soc P631.

Chu, C. R., Williams, A. A., Coyle, C. H., & Bowers, M. E. (2012). Early diagnosis to enable early
treatment of pre-osteoarthritis. Arthritis Research and Therapy, 14(3), 212. doi:
10.1186/ar3845

Clifford, P., Richardson, S., & Hemon, D. (1989). Assessing the Significance of the Correlation
between Two Spatial Processes. Biometrics, 45(1), 123-134. doi: 10.2307/2532039

Crema, M. D., Roemer, F. W., Marra, M. D., Burstein, D., Gold, G. E., Eckstein, F., . . . Guermazi,
A. (2011). Articular cartilage in the knee: current MR imaging techniques and applications
in clinical practice and research. Radiographics, 31(1), 37-61. doi: 10.1148/rg.311105084



91

Dutilleul, P., Clifford, P., Richardson, S., & Hemon, D. (1993). Modifying the t Test for Assessing
the Correlation Between Two Spatial Processes. Biometrics, 49(1), 305-314. doi:
10.2307/2532625

Eyre, D. R., & Wu, J. J. (1995). Collagen structure and cartilage matrix integrity. J Rheumatol
Suppl, 43, 82-85.

Friemert, B., Oberlander, Y., Schwarz, W., Haberle, H. J., Bahren, W., Gerngross, H., & Danz, B.
(2004). Diagnosis of chondral lesions of the knee joint: can MRI replace arthroscopy? A
prospective study. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc, 12(1), 58-64. doi:
10.1007/s00167-003-0393-4

Garon, M., Cloutier, L., Legare, A., Quenneville, E., Shive, M. S., & Buschmann, M. D. (2007).
Reliability and Correlation to Human Articular Cartilage Mechanical Properties of a
Streaming Potential Based Arthroscopic Instrument. Trans Annu Meet - Orthop Res Soc,
32, 629.

Garon, M., Legare, A., Guardo, R., Savard, P., & Buschmann, M. D. (2002). Streaming potentials
maps are spatially resolved indicators of amplitude, frequency and ionic strength dependant
responses of articular cartilage to load. J Biomech, 35(2), 207-216.

Hayes, W. C., Keer, L. M., Herrmann, G., & Mockros, L. F. (1972). A mathematical analysis for
indentation tests of articular cartilage. J Biomech, 5(5), 541-551.

Hoemann, C. D. (2004). Molecular and biochemical assays of cartilage components. Methods Mol
Med, 101, 127-156. doi: 10.1385/1-59259-821-8:127

Hoemann, C. D., Kandel, R., Roberts, S., Saris, D. B., Creemers, L., Mainil-Varlet, P., . . .
Buschmann, M. D. (2011). International Cartilage Repair Society (ICRS) Recommended
Guidelines for Histological Endpoints for Cartilage Repair Studies in Animal Models and
Clinical Trials. Cartilage, 2(2), 153-172. doi: 10.1177/1947603510397535

Hoemann, C. D., Sun, J., Chrzanowski, V., & Buschmann, M. D. (2002). A multivalent assay to
detect glycosaminoglycan, protein, collagen, RNA, and DNA content in milligram samples
of cartilage or hydrogel-based repair cartilage. Anal Biochem, 300(1), 1-10. doi:
10.1006/abio.2001.5436

Hunziker, E. B., Lippuner, K., & Shintani, N. (2014). How best to preserve and reveal the structural
intricacies of cartilaginous tissue. Matrix Biology, 39, 33-43.



92

Jurvelin, J. S., Rasanen, T., Kolmonen, P., & Lyyra, T. (1995). Comparison of optical, needle probe
and ultrasonic techniques for the measurement of articular cartilage thickness. J Biomech,
28(2), 231-235.

Knecht, S., Vanwanseele, B., & Stussi, E. (2006). A review on the mechanical quality of articular
cartilage - implications for the diagnosis of osteoarthritis. Clin Biomech (Bristol, Avon),
21(10), 999-1012. doi: 10.1016/j.clinbiomech.2006.07.001

Lavoie, J. F., Sim, S., Quenneville, E., Garon, M., Moreau, A., Bushmann, M. D., & Aubin, C. E.
(2015). Mapping articular cartilage biomechanical properties of normal and osteoarthritis
mice using indentation. Osteoarthritis and Cartilage, 23, A254. doi:
10.1016/j.joca.2015.02.463

Legare, A., Garon, M., Guardo, R., Savard, P., Poole, A. R., & Buschmann, M. D. (2002).
Detection and analysis of cartilage degeneration by spatially resolved streaming potentials.
J Orthop Res, 20(4), 819-826. doi: 10.1016/S0736-0266(02)00002-5

Mainil-Varlet, P., Aigner, T., Brittberg, M., Bullough, P., Hollander, A., Hunziker, E., . . .
International Cartilage Repair, S. (2003). Histological assessment of cartilage repair: a
report by the Histology Endpoint Committee of the International Cartilage Repair Society
(ICRS). J Bone Joint Surg Am, 85-A Suppl 2, 45-57.

Mankin, H. J., Dorfman, H., Lippiello, L., & Zarins, A. (1971). Biochemical and metabolic
abnormalities in articular cartilage from osteo-arthritic human hips. Il. Correlation of
morphology with biochemical and metabolic data. J Bone Joint Surg Am, 53(3), 523-537.

Mankin, H. J., & Thrasher, A. Z. (1975). Water content and binding in normal and osteoarthritic
human cartilage. J Bone Joint Surg Am, 57(1), 76-80.

Mansour, J. M. (2003). Biomechanics of Cartilage Kinesiology: The mechanics and pathomecanics
of human movements (pp. 66-79). Philadelphia, United States: Lippincott Williams &
Wilkins.

Metcalfe, A. J., Andersson, M. L., Goodfellow, R., & Thorstensson, C. A. (2012). Is knee
osteoarthritis a symmetrical disease? Analysis of a 12 year prospective cohort study. BMC
Musculoskelet Disord, 13, 153. doi: 10.1186/1471-2474-13-153

Mickevicius, T., Pockevicius, A., Kucinskas, A., Gudas, R., Maciulaitis, J., Noreikaite, A., & Usas,

A. (2015). Impact of storage conditions on electromechanical, histological and



93

histochemical properties of osteochondral allografts. BMC Musculoskelet Disord, 16, 314.
doi: 10.1186/s12891-015-0776-y

Pritzker, K. P., Gay, S., Jimenez, S. A., Ostergaard, K., Pelletier, J. P., Revell, P. A, . .. van den
Berg, W. B. (2006). Osteoarthritis cartilage histopathology: grading and staging.
Osteoarthritis Cartilage, 14(1), 13-29. doi: 10.1016/j.joca.2005.07.014

Quenneville, E. (2006). Les distributions de potentiel électrique dans le cartilage articulaire.

Quinn, T. M., Hunziker, E. B., & Hauselmann, H. J. (2005). Variation of cell and matrix
morphologies in articular cartilage among locations in the adult human knee. Osteoarthritis
and Cartilage, 13(8), 672-678. doi: 10.1016/j.joca.2005.04.011

Rowland, E. M., Mohamied, Y., Yean Chooi, K., Bailey, E. L., & Weinberg, P. D. (2015).
Comparison of Statistical Methods for Assessing Spatial Correlations Between Maps of
Different Arterial Properties. Journal of Biomechanical Engineering, 137(10), 101003. doi:
10.1115/1.4031119

Rutgers, M., van Pelt, M. J., Dhert, W. J., Creemers, L. B., & Saris, D. B. (2010). Evaluation of
histological scoring systems for tissue-engineered, repaired and osteoarthritic cartilage.
Osteoarthritis Cartilage, 18(1), 12-23. doi: 10.1016/j.joca.2009.08.009

Schagemann, J. C., Rudert, N., Taylor, M. E., Sim, S., Quenneville, E., Garon, M., . . . Mittelstaedt,
H. (2016). Bilayer Implants: Electromechanical Assessment of Regenerated Articular
Cartilage in a Sheep Model. Cartilage, 7(4), 346-360. doi: 10.1177/1947603515623992

Shepherd, D. E., & Seedhom, B. B. (1999). Thickness of human articular cartilage in joints of the
lower limb. Annals of the Rheumatic Diseases, 58(1), 27-34.

Sim, S., Chevrier, A., Garon, M., Quenneville, E., Yaroshinsky, A., Hoemann, C. D., &
Buschmann, M. D. (2014). Non-destructive electromechanical assessment (Arthro-BST) of
human articular cartilage correlates with histological scores and biomechanical properties.
Osteoarthritis and Cartilage, 22(11), 1926-1935.

Sim, S., Hadjab, I., Garon, M., Quenneville, E., Hurtig, M. B., Buschmann, M. D., & Hoemann,
C. D. (2015). Evaluation of Entire Ovine Cartilage Repair Articular Surfaces: Mechanical
and Electromechanical Assessment. Trans International Cartilage Repair Society, P87.

Sim, S., Quenneville, E., Garon, M., Hoemann, C. D., Hurtig, M. B., & Buschmann, M. D. (2013).
Evaluation of a Novel Technique to Map the Biomechanical Properties of Entire Articular
Surfaces Using Indentation. Trans International Cartilage Repair Society, 11.12.19.



94

Soulhat, J., Buschmann, M. D., & Shirazi-Adl, A. (1999). A fibril-network-reinforced biphasic
model of cartilage in unconfined compression. J Biomech Eng, 121(3), 340-347.



95

CHAPITRE6  ARTICLE 3: DEVELOPMENT OF AN
ELECTROMECHANICAL SCORE TO ASSESS HUMAN KNEE
ARTICULAR CARTILAGE DEGENERATION

Sotcheadt Sim??, Insaf Hadjab-2, Martin Garon?, Eric Quenneville?, Patrick Lavigne®, and

Michael D Buschmann®4*

!Department of Chemical Engineering and Institute of Biomedical Engineering, Polytechnique

Montreal, P.O. Box 6079, Station Centre-Ville, Montreal, Quebec H3C 3A7, Canada

2Biomomentum Inc., 970 Michelin St., Suite 200, Laval, Quebec H7L 5C1, Canada *Department

of Surgery, University of Montreal, P.O. Box 6128, Station Centre-Ville, Quebec H3C 3J7

“Groupe de Recherche en Sciences et Technologies Biomédicales, Polytechnique Montreal, P.O.

Box 6079, Station Centre-Ville, Montreal, Quebec H3C 3A7, Canada



96

Ce chapitre rapporte intégralement un article publié qui consiste a la troisieme étude expérimentale

qui répond a I’objectif :

Développer un nouveau score électromécanique quantitatif, base sur le

parametre quantitatif électromécanique, pour aider le diagnostic

arthroscopique de la dégénération du cartilage et en vérifier sa fiabilite.

Informations supplémentaires

Journal
Date de soumission

Date d’acceptation

Annals of Biomedical Engineering
Avril 2017

Contribution des auteurs

Sotcheadt Sim

Insaf Hadjab

Martin Garon

Eric Quenneville

Patrick Lavigne

Michael D. Buschmann

Design de [’étude, collecte des données, analyse et
interprétation des données, revue de littérature, écriture et
révision de [’article

Design de [’étude, collecte des données, interprétation des
données et révision de [’article

Design de [’étude, interprétation des données et révision de
[’article

Design de [’étude, interprétation des données et révision de
larticle

Expertise clinique et révision de [’article

Design de [’étude, analyse et interprétation des données,

expertise statistique et révision de [’article




97

6.1 Abstract

Quantitative assessments of articular cartilage function are needed to aid clinical decision making.
Our objectives were to develop a new electromechanical score to diagnose quantitatively cartilage
degeneration and test its reliability. Electromechanical properties were measured using a hand-held
electromechanical probe on 200 human articular surfaces from cadaveric donors and osteoarthritic
patients. These data were used to create a reference electromechanical property database and to
compare with visual arthroscopic International Cartilage Repair Society (ICRS) grading of
cartilage degradation. The effect of patient-specific and location-specific characteristics on
electromechanical properties was investigated to construct a continuous and quantitative
electromechanical score analogous to ICRS grade. The reliability of this novel score was assessed
by comparing it with ICRS grades on 37 human articular surfaces. Electromechanical properties
were not affected by patient-specific characteristics within each ICRS grade, but were significantly
different across the articular surface. Electromechanical properties varied linearly with ICRS grade,
leading to a simple linear transformation from one scale to the other. The electromechanical score
correlated strongly with ICRS grade (r=0.92, p<0.0001). Additionally, the electromechanical score
detected lesions that were not found visually. This novel score can assist the surgeon in assessing

human knee cartilage by providing a quantitative and reliable grading system.

6.2 Key terms

Streaming Potentials, Electromechanical Reference Database, Cartilage Diagnostic, Osteoarthritis,
ICRS grade
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6.3 Introduction

Objective assessment of articular cartilage is critically important in the diagnosis of diseases such
as osteoarthritis (OA) and other joint impairments. Currently, knee arthroscopy is regarded as
the most valid method for cartilage evaluation (Spahn et al., 2011), and is the only technique
providing direct visualization and evaluation of cartilage. Cartilage lesions are frequently found
during arthroscopy and the grading of these lesions guides the surgeon in determining appropriate
therapeutic approaches. Many grading systems of cartilage lesions were developed over the past
decades (Oakley & Lassere, 2003). In general, surgeons use a blunt probe to help in the
estimation of lesion depth and qualitative stiffness of cartilage (Spahn et al., 2011). However,
the drawbacks of these classification systems result in subjective estimations by surgeons to
differentiate between low-grade and high-grade cartilage lesions (Spahn et al., 2011). Also, the
macroscopic visual assessment of cartilage is now widely recognized as insufficient since
visually normal cartilage can be functionally or structurally degraded (Bert & Leverone, 2007;
Sim et al., 2016). Therefore, the addition of quantitative assessment of cartilage to current

macroscopic grading systems is needed to aid clinical decision making (Spahn et al., 2011).

An arthroscopic probe (Arthro-BST, Biomomentum, Canada) was developed to assess
electromechanical properties of cartilage by streaming potential measurements (Changoor et al.,
2011). These electric potentials are generated during mechanical loading of cartilage which
entrains mobile positive ions in the interstitial fluid relative to the fixed negative ions of the
proteoglycans imbedded within the collagen network (Buschmann & Grodzinsky, 1995; Garon
et al., 2002). It has been long recognized that compression-induced streaming potentials are
representative of the structural and functional properties of the cartilage (Abedian et al., 2013;
Changoor et al., 2011; Changoor et al., 2010; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002). More
recently, several studies have reported correlations of the electromechanical properties with
common characterizations in human articular surfaces such as mechanical modulus (Abedian et
al., 2013; Sim et al., 2016; Sim et al., 2014), histological Mankin Score (Abedian et al., 2013;
Becher et al., 2015; Sim et al., 2016; Sim et al., 2014), polarized light microscopy score (Sim et
al., 2014), water and GAG content (Becher et al., 2015; Brinkhof et al., 2017; Sim et al., 2014),
ICRS grading (Abedian et al., 2013; Becher et al., 2015) and MRI-gagCEST (Brinkhof et al.,

2017). A recent study demonstrated the sensitivity of the electromechanical probe in diagnosing
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early cartilage degeneration where other characterizations failed such as histological Mankin
scores, cartilage thickness or biochemical assessments of cartilage (Sim et al., 2016). Additional
studies have reported changes in electromechanical properties with degeneration of cartilage
(Abedian et al., 2013; Becher et al., 2015; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002) and with
different cartilage repair outcomes (high-quality hyaline-like repair, thinner hyaline-like repair
and un-repaired subchondral bone/calcified cartilage) in ovine models (Schagemann et al., 2016).
Taken together, these studies revealed the diagnostic potential of this arthroscopic probe and

motivated its further development into a diagnostic tool for articular cartilage.

To be clinically useful, the current probe output, the electromechanical quantitative parameter
(QP), needs to be translated into a diagnostic score that can be easily implemented by surgeons,
like the widely used arthroscopic International Cartilage Repair Society (ICRS) grading system.
Therefore, the objective of this study was to develop a novel quantitative electromechanical
score, based on the electromechanical QP, to aid the arthroscopic diagnosis of cartilage lesions
and to test its reliability by assessing ex vivo human articular surfaces of various degeneration
states. Studies have reported a decrease of the electromechanical response of cartilage in the
initial degeneration stages (from ICRS grade 0 to 2). We hypothesized that the electromechanical
response will still be weak in more severe degeneration stages (ICRS grade 3) but at some extent,
it will rise due to cartilage thinning until reaching no electromechanical response with complete
cartilage loss exposing bone. A second hypothesis proposes that patient-specific and location-
specific characteristics will impact the electromechanical properties and thus need to be
considered in the development of the grading system. The last hypothesis states that the proposed
electromechanical grading system is more sensitive to degeneration than the ICRS grading

system since it is a quantitative and objective score that reflects the integrity of the cartilage.
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6.4 Materials and Methods

6.4.1 Tissue source

200 knee articular surfaces, consisting of the distal femur (trochlea, anterior and posterior
condyles), patella and tibial plateaus, were used to create and test the electromechanical diagnostic
score (Table 6.1). These tissues were collected from 40 cadaveric donors that were asymptomatic
for OA related diseases, and provided by a tissue bank (RTI Surgical, Alachua, FL, USA) and from
40 patients undergoing total knee replacements (TKR) through procedures approved by the Ethics
Committee at Maisonneuve-Rosemont Hospital (Quebec, Canada). All procedures involving these
human tissues were carried out according to institutionally-approved protocols. Each sample was
stored at -80°C upon reception for a maximum of 3 years for the cadaveric samples and a maximum

of 1 year for the TKR samples.

Table 6.1: Characteristics of all cadaveric donors and total knee replacement (TKR) patients

Asymptomatic Samples OA samples
Characteristic from Cadaveric Donors from TKR Patients
(n=40 donors; 100 articular surfaces) (n=40 patients; 100 articular surfaces)

Age, years (range) 40.8 + 16.8 (17-69) 62.6 +10.4 (32-84)
Gender, 1 (%0)
Male 28 (70%) 16 (39%)
Female 12 (30%) 25 (61%)
Body Mass Index (BMI), kg/m’ 30089 332£8.0
Smoking Status, n (%)
Non-smoker 18 (45%) 40 (98%)
Smoker 22 (55%) 1(2%)

6.4.2 Tissue Processing

Prior to measurements, each sample was thawed overnight at 4°C and equilibrated at room
temperature in physiological phosphate buffered saline solution for at least 15 minutes. First,
manual mapping with the electromechanical probe (Arthro-BST, Biomomentum, Quebec, Canada)
was performed ex vivo using a position grid (corresponding to ~9 sites per cm?) superimposed on

the top-view image of the articular surface through a live camera-registration software (Mapping
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Toolbox, Biomomentum, Quebec, Canada).(Sim et al., 2016; Sim et al., 2014) Streaming potential
distributions were measured through the 37 gold microelectrodes on the semi-spherical indenter of
the probe (effective radius=3.18mm, 5 microelectrodes/mm?). A single measurement (5 seconds)
was taken at each position on account of the high reproducibility of the probe (Changoor et al.,
2011). The output of the device, the electromechanical QP, corresponds to the number of
microelectrodes in contact with the cartilage when the sum of all electrode potentials reaches
100mV. A high QP is thus representative of weak electromechanical properties (degeneration),
while low QP is obtained when cartilage has a strong electromechanical response. The samples
were then placed back at -80°C prior to macroscopic visual assessment. The macroscopic visual
assessment was performed ex vivo by an experienced orthopaedist (blinded to electromechanical
outcomes). The ICRS grading system (Mainil-Varlet et al., 2003) was chosen since it is widely
accepted to assess cartilage lesion severity (Tetteh et al., 2012). To mimic a routine arthroscopic
evaluation, the orthopaedist also used a blunt probe to grade the entire articular surfaces. The extent
of each cartilage lesion and its ICRS grade were drawn on a printout of the top-view of the sample
with the position grid superimposed. Consequently, every position had an electromechanical QP

and an ICRS grade to generate maps of these characterizations.

6.4.3 Creation of a reference electromechanical database

The diagnosis of cartilage degeneration using an electromechanical probe requires a reference
database of electromechanical properties of normal human cartilage. For that purpose, we used
articular surfaces from cadaveric donors. Even if donors were reported as asymptomatic for OA,
visual signs of degeneration (based on ICRS score) were observed in several regions of the articular
surfaces. Thus, exclusion criteria were defined to avoid regions of degenerated cartilage to create
a normal reference database (Figure 6.1). The first exclusion criterion discarded all donors with
OA related diseases or knee trauma. Also, an articular surface was discarded when more than 70%
of the surface was visually degenerated (ICRS grade>0), considering that a previous study has
shown early degeneration of cartilage in the surrounding 10 mm of visual lesions (Sim et al., 2016).
All locations with an ICRS grade>0 (the normal value) were also removed (Figure 6.1). The
remaining positions went through an analysis of electromechanical QPs to detect those which were

30% greater than the mean of surrounding values. Some of those positions came from articular
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surfaces that were processed histologically subsequently to electromechanical assessment, in our
previous studies (Sim et al., 2016; Sim et al., 2014), to obtain the Mankin Score and thus,
histological information on the cartilage quality could be considered (Figure 6.1). Those positions
were eliminated if they were within the surrounding 10 mm of visual lesion (Sim et al., 2016) or if
the Mankin Score was greater or equal to 2 suggesting early OA (Nishitani et al., 2014). This
reference electromechanical database will be used to determine the average QP (QPrer) at any

given region on normal knee articular surfaces.

Human cadaveric articular surfaces (AS)
N=100 AS; 13 169 positions

Exclusion criterion (N=17 AS; 2107 positions):
= . Related knee-trauma
- Related knee-diseases

N=83 AS; 11 062 positions

Exclusion criterion (N=8 AS; 437 positions):
- AS where 70% of the surface is degenerated

N=75 AS; 10 625 positions

Exclusion criterion (2149 positions):
- Positions assessed as ICRS greater > 0

N=75 AS; 8 476 positions

Exclusion criterion (286 positions):
p——=_ Surrounding visual lesion
- Mankin Score greater or equal to 2

N=75 AS; 8 190 positions
used as electromechanical reference
normal cartilage values

Figure 6.1: Flowchart of the creation of the electromechanical reference database
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6.4.4 Comparison of electromechanical properties to visual ICRS grading of

cartilage degradation

Unlike the electromechanical reference database, where normal cartilage regions were available at
all anatomical positions over entire articular surfaces of asymptomatic donors, the locations of
degenerated cartilage regions are more limited. Indeed, studies have reported distinct cartilage
degeneration patterns suggesting that specific regions on the articular surfaces are more likely
subjected to degeneration (Bae et al., 2010; Sim et al., 2016). Moreover, the articular surfaces from
TKR surgeries such as the patellas and distal femurs were extracted in a way that the anatomical
landmarks were lost. Therefore, the electromechanical properties of degenerated cartilage were
only studied by grouping wide regions on the articular surface rather than the exact location. Based
on the visual assessment image drawn by the orthopaedist, measurement positions located clearly
within an ICRS grade were retained and positions located within the boundaries of two or more
ICRS grades were eliminated. Subsequently, the average electromechanical QP could be calculated
for ICRS grade 1 (QP31), ICRS grade 2 (QP>), ICRS grade 3 (QP3) and ICRS grade 4 (QP4) within

each specific region of the knee.

6.4.5 Patient-specific and topographic characteristics of electromechanical

properties

An investigation was performed to explore patient-specific and location-specific information to
provide an accurate and personalized diagnostic. Patient information included age, body mass
index (BMI), gender and smoking status. To evaluate these effects on the electromechanical QP, a
multiple regression was performed using a mixed effects model for each ICRS grade. The
electromechanical QP was the dependent variable while age, BMI, gender, smoking status, and
articular surface were the explanatory variables (fixed effects) and the donor was the random effect.
The purpose of this analysis was to determine whether patient-specific and location-specific

characteristics need to be accounted for in the diagnostic.
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6.4.6 Development of an electromechanical score

To assess cartilage degeneration, the electromechanical QP was translated into a diagnostic score
analogous to the ICRS grade, which is easily implemented by surgeons. Hence, the
electromechanical QP, defined on a 0-37 scale, was translated into an electromechanical score,
defined on a 0-4 scale. Indeed, the relationship between each ICRS grade of a region and its
corresponding average electromechanical QP values, QPrer, QP1, QP2, QP3 and QP4, was defined
to dictate the translation from one scale to the other. It is useful to mention that QPrer can be
obtained for any region based on the electromechanical reference database. However, average
electromechanical QP for each degeneration ICRS grade, QP1, QP2, QP3 and QP4, can only be
obtained for limited regions due to distinct degeneration patterns. To overcome this limitation, a
modelling of electromechanical QP in terms of ICRS grades was performed. Assuming that
cartilage degeneration is homogenous across an entire articular surface (Quenneville et al., 2007),
we developed a model of cartilage degeneration for the electromechanical grading system.
Moreover, a cartilage repair assessment was incorporated into the electromechanical grading
system. We hypothesized that the electromechanical QP of incomplete repaired cartilage will be
lower than the electromechanical QP of normal cartilage. Indeed, repaired cartilage would start by
being abnormally thin and will thicken until reaching a hyaline-like appearance and composition.
This hypothesis was verified and supported by a previous study of cartilage repair in a sheep model
(Schagemann et al., 2016), where the diagnostic parameter (interpreted as the electromechanical
score) was calculated as the difference between the measured QP and the reference QP (QPrer) at
matched locations.

6.4.7 Analysis on the effect of location on the electromechanical score

For clinical use, where accurate positioning is hard to discern, an analysis on how rigorous the
measurement location must be, to provide an accurate assessment of cartilage quality, was required.
Thus, four different regional segmentations were considered: 1 region being the entire knee, 4
regions being each of the articular surfaces, 5 regions where the tibial plateau was divided into
region covered and not covered by the meniscus and lastly, high-resolution regions where each

articular surface was subdivided in at least 50 regions. A receiver operating characteristic (ROC)
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analysis presented which type of regional segmentation gave the best sensitivity and specificity in
diagnosing cartilage degeneration and was incorporated into the algorithm for clinical use.

6.4.8 Evaluation of the electromechanical score reliability

The electromechanical score reliability was examined using a subset (n=37) of the available human
knee articular surfaces. These 37 articular surfaces were chosen since they presented various ICRS
grades to test the performance of the electromechanical score to diagnose all possible outcomes:
normal healthy cartilage, early and mild degeneration to severely degraded cartilage to underlying
bone. The electromechanical score was computed using the newly developed diagnostic algorithm.
Due to the mapping capacity of our techniques (measurements following a position grid), mappings
of the electromechanical score and ICRS grade were generated for each sample. Moreover, a
Pearson correlation analysis was performed to investigate the correlation between the
electromechanical score and the ICRS grade. Lastly, the percentage of lesional areas for each
sample was calculated as the percentage of positions with a score greater or equal to 1 for both the
electromechanical score and the ICRS grade. Thus, each sample obtained two percentages of
lesional areas based on each score to examine how both scores were related in means of detecting
cartilage degeneration cartilage.

6.4.9 Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., North Carolina,
USA). For all statistical tests, a p-value of 0.05 (two sided) or smaller was consider statistically

significant.
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6.5 Results

6.5.1 Electromechanical reference database

100 human cadaveric articular surfaces were subjected to exclusion criteria to eliminate regions of
degenerated cartilage and permit the creation of a normal reference database (Figure 6.1). At first,
there were 13,169 measurement positions of electromechanical assessment. 17 articular surfaces
(corresponding to 2,107 positions) were extracted from donors with OA-related diseases or knee
trauma, these samples were excluded from the reference database. 8 articular surfaces were
excluded since they had more than 70% of their surface graded as degenerated by the surgeon.
2,149 positions were removed because they were assessed with an ICRS greater than 0 by the
surgeon. Finally, the last exclusion criterion consisted of an analysis of outlying electromechanical
QPs where 286 positions were eliminated because they were in the surrounding 10 mm from a
visual lesion or if available, their Mankin score was greater or equal to 2. At the end, our reference
electromechanical database consisted of 75 articular surfaces corresponding to a total of 8,190

measurement positions.

6.5.2 Electromechanical QP variation with cartilage degeneration

An increase of the electromechanical QP from normal to early degenerated cartilage, essentially
from ICRS grade 0 to ICRS grade 2 was observed (Figure 6.2). Two different electromechanical
distributions characterized severe cartilage degeneration (ICRS grade 3): low and high
electromechanical QPs. The high QPs obtained within the ICRS grade 3 were interpreted by a low
electromechanical response of the cartilage due to clefts and severe loss of matrix integrity while
the low QPs were explained by cartilage thinning. Thus, ICRS grade 3 was divided in two
categories — ICRS grade 3 (high QPs) and ICRS grade 3.5 (low QPs) (Figure 6.2). Furthermore,
ICRS grade 4 was represented by QPs of zero since the compression of underlying bone does not
generate streaming potentials. A positive linear relation was assumed for the electromechanical QP
within ICRS grade 0 to 3 (approximately a 4 QP unit increase for each ICRS grade); and a negative
linear relation was assumed for the electromechanical QPs within ICRS grade 3 to 4 (Figure 6.2).
The linear assumption was made since the ICRS grades are not on a continuous scale. Interestingly,

the average QPs of ICRS grade 3.5 was similar to the average QPs of ICRS grade 0 (Figure 6.2).
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Consequently, a severe degenerated cartilage could be confused with normal cartilage. Since
cartilage within ICRS grade 3.5 can be easily distinguished visually by the surgeon, user input is

required to make the correct classification.
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Figure 6.2: Box Plot of the electromechanical QP in function of ICRS grade and cartilage repair

outcome (incomplete repair) for the posterior femoral condyles. ICRS grade 3 was separated in 2

sub-grades following the increase of lesion depth towards bone such as ICRS grade 3 and ICRS
grade 3.5. An increase of the electromechanical QP can be observed from grade 0 to grade 3

while the electromechanical QP decreases from ICRS grade 3 and becomes 0 for ICRS grade 4.

The same trend can be observed for all other knee articular surfaces. Incomplete repair of

cartilage exhibits a lower electromechanical QP than normal cartilage (QPrer) and is represented
by the blue dotted line. Box plot shows median value (central horizontal solid line) and mean

value (central horizontal dotted line), first and third quartiles (box) and 1.5 x interquartile range

(bars).
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6.5.3 Electromechanical QP variation with patient-specific and topographic

characteristics

A multiple regression model (mixed effect) was carried out to examine whether the diagnostic
algorithm shall consider patient-specific and location-specific characteristics as inputs. This
examination could only be done on certain patient-specific attributes such as age, BMI, gender and
smoking status. The regression model revealed no evidence that patient-specific characteristics
affected the electromechanical QPs within each ICRS grade (Table 6.2), whereas the location of
measurement had a great influence on electromechanical QP (p<0.0001 for all ICRS grades; Table
6.2).

Table 6.2: Fixed effects for model predicting electromechanical QP within each ICRS grade

Parameter ICRS grade 0 | ICRS grade 1 | ICRS grade 2 | ICRS grade 3 | ICRS grade 3.5

Patient-specific

Age p=0.1176 p=0.2904 p=0.8174 p=0.5784 p=0.1714
Body Mass Index p=0.1370 p=0.6067 p=0.1460 p=0.6935 p=0.6920
Gender p=0.0792 p=0.9011 p=0.6202 p=0.1769 p=0.2066
Smoking Status p=0.8364 p=0.2402 p=0.3412 p=0.9159 p=0.1613

Location-specific

Articular Surface P<0.0001* P<0.0001* p=<0.0001* p<0.0001* P<0.0001*

Note. ICRS grade 4 is not presented since all electromechanical QPs within that grade are equal to 0
*
p<0.05

6.5.4 Development of an electromechanical score

The electromechanical QP presented a positive linear relationship within the first ICRS grades 0
to 3 (Figure 6.2). This finding allowed modelling of the average QP within each degeneration
grades knowing the average reference value QPrer Obtained precisely at any position through the
electromechanical reference database. Thus, the linear positive relation permitted computation of
the average QP for ICRS grades 1 to 3 (QP1, QP2 and QP3) at any given location of measurement;
QP4 being 0 always. Knowing these average QPs lead to the linear transformation of
electromechanical QP (values between 0 and 37) to obtain the electromechanical score (values
between 0 and 4). When the electromechanical QP value is within the distribution of both ICRS



109

grade 0 and ICRS grade 3.5, the user input on the appearance of cartilage will allow making the
correct score choice to compute an electromechanical score between 0 and 1 or between 3.5 and 4.
Moreover, the natural variability of the electromechanical reference database was calculated to
provide a 95% confidence interval for the average QP of normal cartilage (ICRS grade 0). Thus,
during the conversion from the electromechanical QP to the electromechanical score, all values
within that confidence interval were scored 0. Also, a cartilage repair assessment was incorporated
into the electromechanical grading system based on previous results in a sheep
model,(Schagemann et al., 2016) where abnormally thin cartilage (incomplete repair) could be
assessed by subtracting the reference electromechanical QP from the measured QP and resulted in
a negative value. Thereby, the electromechanical grading system could be used as a complete
cartilage assessment technique (Figure 6.2) where an electromechanical score close to zero
corresponds to normal cartilage, a positive score - between 1 and 4 - to degenerated cartilage and

a negative score to abnormally thin cartilage (incomplete repair).

6.5.5 Effect of location on the electromechanical score

Receiver operating curve analyses were performed considering 4 distinct regional segmentations
for the location of measurement (Figure 6.3). The area under the curve (AUC) was reported as an
indicator of the sensitivity and specificity of the electromechanical score obtained considering each
regional segmentation towards the differentiation between ICRS grades. The high-resolution
regions offered the best sensitivity and specificity in the differentiation between ICRS grades.
However, since high-spatial-resolution measurements are expected to be difficult to achieve in a
clinical context, the other cases were examined to determine the best regional consideration. In the
differentiation between ICRS grades 0 vs 1, all the cases obtained a high and similar AUC ranging
from 0.960 to 0.964. The same can be observed for the differentiation between ICRS grades 1 vs 2
where the AUC ranges from 0.865 to 0.888. However, considering the differentiation between
ICRS grade 1 vs 3, the 5 regions segmentation allowed a remarkable distinction (AUC=0.980)
compared to the 1 and 4 regions cases (AUC=0.942 and AUC=0.955, respectively). Once more,
the 5 regions case obtained a higher sensitivity and specificity (AUC=0.821) than the other two
(AUC=0.791 and AUC=0.804, respectively) in the differentiation between ICRS grades 2 vs 3.

This analysis endorsed the number of regional segmentations required to provide an accurate
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diagnostic of cartilage in clinical context which is at least 5 regions: such as the distal femur
(trochlea and anterior femoral condyles), the posterior femoral condyles, the patella, the tibial
plateau covered and not covered by the meniscus. Therefore, to get a reliable diagnostic, it is not
essential to know the exact position of each measurement point, but only to know on which of these
5 regions the measurement was done. This information can be provided in a diagnostic algorithm

with user input.
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Figure 6.3: Receiver Operating Characteristics (ROC) curves assessing the sensitivity and

specificity of the electromechanical score in the differentiation between ICRS grades for different
regional segmentation. The area under the curve (AUC) is reported for each regional
segmentation. Four comparisons were investigated: 1 region being the knee, 4 regions being each
articular surface, 5 regions being each articular surface but dividing the tibial plateau in 2 distinct
regions such as covered and not covered by the meniscus and high-resolution regions (at least 50

regions per articular surface).
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6.5.6 Diagnostic algorithm

An algorithm was developed to compute the electromechanical score and therefore, diagnose
cartilage in real-time. Based on all those results, which showed the electromechanical QP variation
with degeneration, the need of user input to distinguish between normal and very severe cartilage
degeneration (cartilage thinning) and the effect of location on the electromechanical QPs, the
diagnostic algorithm was conceived (Figure 6.4). The first step in the algorithm is to input to the
software the location of measurement (one of the 5 regions previously mentioned in clinical context
or the exact location in research context, if a mapping is desired). Once the location of measurement
is provided, the algorithm searches into the reference electromechanical database to obtain QPrer.
Knowing QPrer, the modelling of QP1, QP2 and QP can be performed and the linear transformation
of the electromechanical QP into the electromechanical score is done. The user indicates in the
software when the articular surface contains regions with severe cartilage degeneration (cartilage
thinning) or when it has been subjected to a cartilage repair procedure. This will allow the software
to minimize the number of request of user input about cartilage appearance. The electromechanical
score is calculated following each measurement and is displayed. To summarize all
electromechanical scores obtained within the selected region, the software also displays a relative
frequency count for each electromechanical score segment (facilitate decision making) and a
mapping of the electromechanical score over the articular surface (facilitate visualization of

distribution of lesions) (Figure 6.4).
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Figure 6.4: Software interface overview. After entering pertinent patient info and indicating
which knee is under investigation, the user indicates to the software which of the 5 regional
segment — distal femur (trochlea and anterior femoral condyles), posterior femoral condyles,
patella, tibial plateau covered and not covered by the meniscus — will be characterized. The user
provides input on the presence of cartilage repair or severe degeneration for that surface and
indicates if he wishes to perform a detailed mapping. The device is then ready for measurement.
Following each measurement, an electromechanical score is displayed. After completing all
measurements over the articular surface, the software displays an average electromechanical
score and a relative frequency count for each electromechanical score segment. A mapping of the
electromechanical score over the articular surface is also displayed. If needed, the user can repeat

this process for another articular surface.
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6.5.7 Implementing the electromechanical score to detect -cartilage

degeneration

A Pearson analysis revealed a strong positive correlation between the electromechanical score and
ICRS grade (r=0.92, p<0.0001; Figure 6.5) indicating a good agreement between the two scores.
Additionally, the percentage of lesions (score>1) for each sample was calculated for both grading
systems and were plotted against each other to examine the relationship between both assessments
(Figure 6.6). The percentage of lesions defined by the electromechanical score was always greater
or equal to the one defined by the ICRS grade suggesting a higher sensitivity in defining cartilage
degradation for the electromechanical technique. When considering the mappings of both grading
systems (Figure 6.7), the electromechanical score showed early degenerated regions (beige-
yellowish regions with a score between 0.5-2) not detected macroscopically by the surgeon (white
regions with an ICRS grade of 0). Furthermore, the degeneration stage seemed more advanced
when defined by the electromechanical score (orange-reddish regions with a score between 2.5-
3.5) than the ICRS grade (yellow and orange regions with an ICRS grade of 1 and 2 respectively)
(Figure 6.7).
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Figure 6.5: Scatter Plot of pooled data (from all positions of the 37 articular surfaces). A strong
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positive correlation can be observed between the electromechanical score and the ICRS grade.
The presented electromechanical scores were calculated considering the high-resolution

segmentation. Scatter plot shows mean value (grey marker) and standard deviation (error bars).
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the ICRS score or the electromechanical score is greater or equal to 1. The dotted line represents

a perfect match between the two scores. The percentage of lesions detected by the

electromechanical score is greater or equal to the one detected by the ICRS score. Distal femurs,

patellas and tibial plateaus from OA asymptomatic donors are represented by square, diamond

and circle markers respectively. Tibial plateaus from patients undergoing total knee replacement

surgeries are represented by a triangle marker.
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Figure 6.7: Representative mappings of the ICRS grade and electromechanical score for each
type of articular surface. The mappings of the electromechanical score shows early degenerated
regions (beige-yellowish regions with an electromechanical score between 0.5 and 2) not detected
macroscopically by the surgeon (white regions with an ICRS grade of 0). Also, the degeneration
stage seems more advanced when defined by the electromechanical score (orange-reddish regions
with an electromechanical score between 2.5 and 3.5) than the ICRS grade (yellow and orange
regions with an ICRS grade of 1 and 2 respectively) — as shown by the black arrows on the OA

tibial plateau. The black dotted lines represent missing parts of the OA tibial plateau.
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6.6 Discussion

The addition of quantitative assessment of cartilage quality to the process of macroscopic grading
systems is required by the majority of arthroscopists to aid clinical decision making. The current
study presented the development and verification of a novel electromechanical grading system
which offers a quantitative and reliable assessment of cartilage function. The results supported
our first hypothesis stating that the electromechanical QP of cartilage increases as its
degeneration progresses until cartilage thinning where the electromechanical QP decreases
towards 0, consistent with many previous studies which observed mechanical and
electromechanical responses of cartilage decreasing in the course of OA (Abedian et al., 2013;
Becher et al., 2015; Kleemann et al., 2005; Knecht et al., 2006). The electromechanical QP
increased by approximately 4 QP units for each ICRS grade from 0 to 3 (Figure 6.2), similar to
a previous study which showed a stiffness loss of about 25% in human tibial plateaus for each
ICRS grade (Kleemann et al., 2005). To our knowledge, studies always neglected testing on
severely fibrillated and fissured tissue and thus, no one has ever reported the distinct variation of
cartilage properties from early-stage degeneration compared to end-stage degeneration (cartilage
thinning) which was observed in the current study. Indeed, we identified two distinct
electromechanical QP distributions within ICRS grade 3 which were classified as grade 3 and
3.5 (Figure 6.2). Higher QPs were attributed to cartilage generating very low compression-
induced streaming potentials due to matrix integrity loss, thus requiring many microelectrodes to
reach a sum of 100mV. Lower QPs resulted from cartilage thinning due to severe degradation of
the cartilage tissue so during cartilage compression, the interstitial pressure rises resulting in high
streaming potentials, thus fewer microelectrodes are required to reach a sum of 100mV. This
interesting cartilage’s electromechanical behaviour has not been previously reported, but many
studies have reported a decrease in cartilage stiffness with cartilage degeneration (Kleemann et
al., 2005). Similarly to what we observed for the electromechanical properties, when reaching a
certain cartilage degeneration level, where cartilage thinning is evident, the stiffness measured

would increase instead of decreasing due to the presence of the bone.

We investigated the possible influence of patient-specific characteristics on the properties of knee

cartilage, more specifically its electromechanical response, within each degeneration state.
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Indeed, since many studies have indicated an increase in the prevalence of osteoarthritis with
aging, obesity or in women (Heidari, 2011), we first thought that the diagnostic algorithm needed
to be customized according to patient-specific attributes. However, we found no evidence that
patient characteristics available in this study affected the electromechanical QP (Table 6.2) and
thus, need not be considered in the diagnostic algorithm. Perhaps surprisingly, the
electromechanical properties of normal cartilage at matched-location of elderly people was found
similar to those of young people. This result supports another study revealing that osteoarthritis
is independent of the process in which cartilage changes with aging and thus, the decease is not
absolutely a consequence of aging (Martin & Buckwalter, 2001). Our study emphasizes once
more that the spatial variation of cartilage properties within an articular surface needs to be
advised to provide an accurate diagnostic (Moshtagh et al., 2016). We found that at least 5
specific regions need to be considered (Figure 6.3). These regions are the distal femur (trochlea
and anterior condyles), the posterior femoral condyles, the patella, and the tibial plateau covered
and not covered by the meniscus. Existing literature suggests effectively a significant difference
between the associated structures of cartilage in the region covered compared to the region not
covered by the meniscus (Thambyah et al., 2006) and a difference between femoral cartilage
compared to patellar cartilage (Froimson et al., 1997). Thereby, incorporating region-specific
electromechanical patterns into the diagnostic algorithm offers higher sensitivity and specificity.

The verification of the newly developed electromechanical grading system revealed a strong
positive correlation between the electromechanical score and the ICRS grade (Figure 6.5) and
highlighted several interesting findings. First, 84% of the articular surfaces used for the
verification were issued from asymptomatic cadaveric donors where most of their surface were
macroscopically evaluated as normal (ICRS 0) (Figure 6.6). However, the electromechanical
score was able to detect early degeneration up to a score of 2 where the surgeon reported an ICRS
grade 0 (Figure 6.6 and Figure 6.7). This is in concordance with many publications where the
macroscopic assessment of cartilage was widely reported as biased since visual normal cartilage
is not necessarily healthy (Bert & Leverone, 2007; Sim et al., 2016). One assumption is that a
uniformly early degenerated surface will appear normal to the surgeon due to the lack of more
degenerated regions to compare to. Additionally, at some regions, the electromechanical score
was almost one full grade higher than the macroscopic visual score (Figure 6.7). Likewise,
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previous investigators have reported the difficulty in distinguishing between ICRS grade 1 vs 2
and ICRS grade 2 vs 3 (Spahn et al., 2011). One could think that the electromechanical grading
system could over-diagnose early cartilage degeneration. However, electromechanical properties
are quantitative, direct and sensitive measurements of functional properties of the cartilage
(Changoor et al., 2011; Legare et al., 2002; Sim et al., 2016; Sim et al., 2014) reported to detect
early cartilage degeneration before any macroscopic changes could be observed (Sim et al.,
2016), while the ICRS grade remains a qualitative and subjective assessment of cartilage
degeneration (Spahn et al., 2011). Given that the electromechanical grading system provides a
more precise grading of cartilage degeneration analogous to the ICRS grade, in vivo quantitative
assessment of cartilage structure can provide the surgeon with immediate information on
cartilage health during surgery. Using a precise electromechanical grading scale instead of a
subjective visual scale would, for example, lead to a complete and more extensive removal of
diseased cartilage in cartilage repair surgery. In turn, this could lead to a structurally more durable
repair having removed all the diseased cartilage. Additionally, using electromechanical gradation
may allow proper selection of the donor site during mosaicplasty or when using a fresh

osteochondral allograft as the donor tissue.

This study has several limitations, including a second freeze-thaw cycle before ICRS
macroscopic scoring by the surgeon. We believe that a second freeze-thaw cycle would have
minimal influence on the macroscopic appearance of the surface and thus, would not substantially
tamper the ICRS grade assessment. Indeed, the use of two freeze-thaw cycles was justified by many
studies reporting no impact on the mechanical properties after three freeze-thaw cycles at -80°C in
animal models (Peters et al., 2017), and that a maximum of two freeze-thaw cycles minimize any
effects associated with freezing of human cartilage (Athanasiou et al., 1991). Another limitation of
the study involves the impractical differentiation between normal and extremely worn cartilage
when considering the electromechanical QP alone. Fortunately, the macroscopic distinction
between ICRS grade 0 and 3.5 is obvious and thus, user input can be used to account for the
presence of cartilage thinning in the calculation of the electromechanical score. Yet, an ongoing
study is investigating the raw streaming potential distribution recorded during measurement to
find indicators that might be used to differentiate automatically between these two grades.
Moreover, our hypothesis that the electromechanical QPs of abnormally thin cartilage
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(incomplete repair) would be lower than hyaline-like (normal) cartilage was supported by
cartilage repair data obtained in sheep (Schagemann et al., 2016), while validation is still required
in human. Nonetheless, a major limitation of our study comes from the fact that our samples were
stored for a relatively extended period (maximum of 3 years). Thus, additional ex vivo and
clinical studies are envisaged for a complete validation of this electromechanical grading system.
One more limitation of this study is that this grading system is only applicable to articular
surfaces of the knee, thus similar studies will be needed to apply it to other joints. Despite these
shortcomings, the newly developed grading system could be useful in many areas such as clinical
diagnostics to assist in decision making and monitoring, research such as cartilage repair or wear
patterns studies and quality control where articular surfaces intended for transplantation would

be assessed to ensure their compliance.

The need is urgent for an instrument to standardize and quantify diagnosis of cartilage in its early
stage of degeneration where the macroscopic grading system fails. Here we have described the
development and reliability of an electromechanical grading system which precisely
distinguishes normal cartilage from the various stages of degeneration. This arthroscopic probe
will provide a real-time quantitative diagnostic of cartilage during arthroscopic procedures, and
will be especially useful in questionable cases where macroscopic assessment is insufficient to
accurately differentiate between low-grade and high-grade cartilage lesions, to establish

appropriate treatment.
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CHAPITRE 7 DISCUSSION GENERALE

Les trois études présentées aux chapitres précedents répondent aux objectifs de recherche de cette
theése, soit d’investiguer la performance et la sensibilité d’une sonde électromécanique afin de
développer un algorithme de diagnostic de la dégénération du cartilage humain. Cette discussion
récapitule les points clés présentés dans chaque article scientifique, en y ajoutant un complément a

ces points.

7.1 Parametre quantitatif électromécanique

Plusieurs études antérieures ont démontré que les potentiels d’écoulement sont des indicateurs
sensibles de I’intégrité du cartilage et de sa composition dans des modéles animaux (Changoor et
al., 2011; Frank et al., 1987; Garon et al., 2002; Legare et al., 2002). Or, afin de rendre la sonde
arthroscopique utilisable en clinique, il est important d’étudier les propriétés électromécaniques du
cartilage humain. Telle que mentionnée par la revue littéraire, I’analyse des potentiels
d’écoulement a été modifiée, il y a environ cing ans. Auparavant, le résultat de I’analyse de la
réponse électromécanique du cartilage était le SPI, soit I’intégrale des potentiels d’écoulement.
Maintenant, la sortie de la sonde se nomme le paramétre quantitatif, soit QP, et est calculée comme
étant le nombre de microélectrodes en contact avec le cartilage lorsque la somme des potentiels
d’écoulement atteint 100 mV. Ce nouveau parametre est inversement proportionnel a 1’ancien
parameétre et a la réponse électromécanique du cartilage. En effet, le QP sera élevé avec une faible
réponse électromécanique du cartilage tandis qu’il sera plus bas avec une réponse électromécanique
plus forte. Ainsi, une étude approfondie sur le nouveau paramétre QP était essentielle. Le premier
article visait donc a introduire ce nouveau parametre quantitatif électromécanique a la communauté
scientifique. De plus, cet article rapportait la premiere étude ex vivo de notre groupe de recherche
caractérisant les propriétés électromécaniques du cartilage humain. L’objectif de cette étude était
de corréler les propriétés électromécaniques avec les propriétés conventionnelles (histologique,
biochimique et mécanique). Les résultats de cette recherche ont permis d’identifier les points cles

suivants:
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v' Le QP corréle fortement avec les propriétés mécaniques et histologiques du cartilage
humain;

v L’évaluation non destructive et quantitative offerte par la sonde électromécanique, a travers
le nouveau parametre QP, est sensible a I’intégrité et a la structure du réseau de collagéne
du cartilage;

v' La cartographie haute résolution compléte d’une surface articulaire, soit le fémur distal,

prend environ 30 minutes a obtenir.

Les points clés de cette étude démontrent que la sonde électromécanique offre une évaluation fidele
de la qualiteé du cartilage articulaire et pourrait étre utile en clinique, du fait de sa rapidité de mesure
et sa nature non destructive et objective. Puisque c¢’était le premier article, de notre groupe de
recherche, rapportant les propriétés électromécaniques du cartilage humain, il aurait été intéressant
de comparer ’ancien paramétre de la sonde au nouveau parametre. Deux études ont été publiées
rapportant I’ancien parametre du cartilage humain par un groupe de recherche allemand (Abedian
et al., 2013; Becher et al., 2015). Ces deux études ont également corrélé les propriéetés
électromécaniques représentées par le SPI au score histologique Mankin (r=—0.409, p<0.059) et
aux propriétés mécaniques, telles que le module poroélastique (r=0.563, p<0.008) et le logarithme
naturel de la perméabilité (r=—0.374, p<0.095). Alors que dans le premier article, ou les propriétes
électromécaniques du cartilage sont représentées par le QP, des corrélations plus fortes sont
observées avec le score histologique Mankin (r=0.73, p<0.0001), le module des fibrilles (r=—-0.76,
p<0.0001), le module de la matrice (r=—0.69, p<0.0001) et le logarithme naturel de la perméabilité
(r=0.72, p<0.0001). En comparant les résultats obtenus des deux parametres de la sonde
électromécanique, il semble que le nouveau paramétre, QP, offre un meilleur agrément entre les
propriétés électromécaniques et les techniques d’évaluation du cartilage, soit 1’histologie et la

mécanique.

Une étude a été faite en collaboration avec ce groupe de recherche allemand, afin de comparer
directement 1’ancien et le nouveau parametre de la sonde. Cette étude a été présentee dans le cadre
de la conférence annuelle de 1’International Cartilage Repair Society (Sim et al., 2016). Un genou

humain cadavérique a été utilisé afin d’obtenir des caractérisations électromécaniques et
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histologiques du cartilage selon deux types de configuration : in vitro et en arthroscopie simulée.
Pour ce faire, un chirurgien a ouvert I’articulation afin de définir 12 points de mesure a I’aide d’un
marqueur permanent et a refermé 1’articulation grace a des points de suture. Le genou cadavérique
a ensuite été placé a 90° de flexion dans un étau, pour effectuer des mesures électromeécaniques
avec la sonde en arthroscopie simulée. Finalement, le fémur distal a été extrait de ’articulation
pour effectuer des mesures électromécaniques in vitro. Dans cette étude, les données brutes de
potentiels d’écoulement ont ét¢ analysées avec 1’ancien et le nouvel algorithme afin d’extraire le
SPI et le QP respectivement. Comme prévu, une forte corrélation entre le QP et le score
histologique de Mankin a été trouvée (r=0.84, p=0.0007) alors qu’une faible et non significative
corrélation entre le SPI et le score histologique a été notée (r=—0.54, p=0.07). Cette étude a
également démontré que la nouvelle analyse des potentiels d’écoulements est toujours
indépendante de 1’utilisateur, tout comme 1’ancienne analyse, mais elle est plus robuste et fiable
(ICC de 0.85 a été obtenu pour le QP et un ICC de 0.87 a été obtenu pour le SPI). De plus, en
comparant les mesures obtenues dans les deux types de configuration, une grande concordance
entre les mesures QP (ICC de 0.89) a été obtenue, comparativement a une faible concordance pour
les mesures SPI (ICC de 0.64). L’ancienne analyse des potentiels d’écoulement se fonde sur une
aire de contact, alors que le nouvel algorithme se fonde sur I’intégrale des potentiels d’écoulement
pour déterminer cette aire de contact. Le nouveau parameétre QP est donc inversement proportionnel
a I’ancien paramétre SPIl, mais il offre de meilleures corrélations avec les techniques
conventionnelles de caractérisation du cartilage, tel que le score histologique Mankin. Ainsi, ces
résultats démontrent clairement que les valeurs QP sont plus robustes et plus fiables que le SPI
dans les deux types de configurations.
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7.2 Sensibilité de la sonde électromécanique

Conségquemment aux resultats prometteurs du premier article, le second article a rapporté la
sensibilité de la sonde électromécanique a distinguer la dégénération précoce du cartilage humain.

Les points clés du second article ont été:

v Les propriétés électromécaniques et mécaniques, sont les plus robustes a détecter du
cartilage précocement altéré, comparativement aux autres techniques conventionnelles;

v Les cartographies électromécaniques et mécaniques, sont conformes a 1’évaluation
macroscopique des lésions cartilagineuses et révelent une région plus étendue de
dégradation qui n’est pas détectée visuellement;

v La sonde électromécanique et la nouvelle technique d’indentation automatisée, révelent
une similarité de la distribution de leurs propriétés entre le genou gauche et droit d’un

méme donneur.

Les points clés de cette étude démontrent que la sonde électromécanique posséde un grand potentiel
d’application clinique pour 1’évaluation de la dégénération précoce du cartilage humain. La
conception de la sonde électromécanique a été optimisée pour une utilisation en arthroscopie. En
effet, les dimensions de I’embout possédant les microélectrodes permettent une insertion a travers
un point d’entrée chirurgical. De plus, les mesures électromécaniques sont obtenues a partir d’une
compression légére et non destructive du cartilage articulaire. La caractéristique la plus importante
pour son utilisation en clinique est sa rapidité d’obtention et d’analyse des résultats. Cela prend un

maximum de cing secondes afin d’obtenir et d’afficher une mesure électromécanique.

Le second article s’est fondé sur une évaluation macroscopique du cartilage afin de définir les trois
régions sur lesquelles les analyses de sensibilité ont été effectuées. L’évaluation macroscopique se
fondait grossiérement sur le score ICRS, c¢’est-a-dire que, les fibrillations et les fissures étaient tous
considerées comme des régions lésionnelles. Cependant, si cette évaluation macroscopique était
rigoureusement fondée sur le score ICRS, soit en définissant la sévérité de la lésion par les grades

1 a 4, peut-étre que I’on aurait pu découvrir un impact de la sévérité de la lésion sur 1’étendue de



128

la zone précocement dégenérée. Ainsi, cette information pourrait étre utile dans la compréhension

des patrons d’usure du cartilage.

A travers la troisieme hypothése concernant la similarité des patrons de dégénération provenant
d’un méme donneur, une analyse additionnelle aurait ét¢ intéressante pour la communauté
scientifique. En effet, I’atout majeur de la sonde électromécanique est d’offrir une caractérisation
cartographique d’une surface articulaire et permettre une meilleure compréhension de 1’évolution
des patrons lésionnels a travers la maladie. Un groupe de recherche de San Diego a publié une
étude démontrant des patrons lésionnels sur le fémur distal (Bae et al., 2010). lIs ont trouvé trois
patrons distincts de dégénération, soit au niveau du condyle médial antérieur, du condyle latéral
postérieur et de la trochlée accompagnée de petites Iésions dans le condyle médial antérieur. Des
plateaux tibiaux ont été analysés dans le second article et il aurait été intéressant d’investiguer les
patrons de dégénération dans le plateau tibial. Donc, définir des modeles et des voies de la
dégénération du cartilage peut étre utile dans la stratification des patients pour des traitements

spécifiques et appropriés a 1’arthrose.

7.3 Outil de diagnostic

Afin de prbner une utilisation diagnostique, il fallait développer une base de données
électromécanique sur des articulations saines, qui tiendrait compte différents parametres
spéecifiques du patient et de la localisation de mesure. C’est a travers le premier article que 1’0n a
découvert que la distribution du QP était assez uniforme a travers la surface d’un fémur distal sain
et qu’elle ne varie pas beaucoup avec I’age et le sexe. Avec le deuxieéme article, on a observé que
cette variation du QP était bien moindre que la variation observée dans les régions dégénérées.
Cela nous indique que seul un nombre limité d’articulations cadavériques, considérées comme
normaux, seraient nécessaires pour créer une base de données de valeurs normales et
statistiquement valides. Cela nous indique également que 1’effet de la localisation de la mesure sur
I’articulation est inférieur que prévu, comparativement aux observations chez les modeles animaux
ou le cartilage est plus mince. Ainsi, la sonde arthroscopique pourra couvrir tout le spectre de

dégénérescence, soit de la dégénération précoce aux stades les plus avancés. Une fois les
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distributions normales connues, il sera possible d’associer le paramétre quantitatif mesuré a la
valeur normale attendue a cette position. La rédaction du troisieme article s’est posée sur le
développement d’un systéme de classification électromécanique de la santé du cartilage articulaire.

Les points clés du troisieme article sont:

v’ Le QP augmente a mesure que le cartilage dégénére jusqu’a atteindre une phase
d’amincissement ou le QP commencera a diminuer jusqu’a atteindre 0 avec une perte totale
du cartilage.

v’ Les propriétés électromécaniques du cartilage sain et a I’intérieur d’un méme grade de
dégénération ne varient pas en fonction de 1’age, du sexe, de 1’indice de masse corporelle
ou du statut fumeur du patient. Par contre, les propriétés électromécaniques varient
topographiquement a travers une surface articulaire.

v' Le systeme de classification électromécanique est plus fiable que le systeme de

classification macroscopique ICRS.

Dans le troisieme article, la base de données électromécanique de référence du cartilage sain du
genou humain contient 75 surfaces articulaires, soit 8 190 points de mesures. Il serait intéressant
de bonifier cette base de données au fur et a mesure que les données électromécaniques passent les
critéres d’inclusion. Eventuellement, tous les cliniciens pourraient contribuer a ajouter des mesures
électromécaniques de cartilage sain dans cette base de données. Les dimensions de la sonde
électromécanique la rendent appropriée pour d’autres grandes articulations, telles que 1’épaule ou
la hanche. De ce fait, une banque de données de propriétés électromécaniques de ces deux
articulations pourrait s’avérer utile, car elles sont sujettes a une dégénération du cartilage. De plus,
un groupe de recherche suisse travaille actuellement sur les propriétés électromécaniques en

fonction de la dégénération du cartilage de la hanche (Wiewiorski et al., 2015).

Le dernier article démontre que les caractéristiques spécifiques du patient n’ont pas d’effet sur les
propriétés ¢lectromécaniques de cartilage sain et a I’intérieur d’'un méme grade de dégénération.
Or, les seules caractéristiques disponibles lors de 1’étude étaient 1’age, le sexe, I’indice de masse
corporelle et le statut de fumeur. Bien que ces trois premiéres caractéristiques soient connues

comme étant des facteurs de I’arthrose (Cross et al., 2014; Heidari, 2011; Litwic et al., 2013), il
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aurait été intéressant de pouvoir vérifier I’'impact d’autres caractéristiques. Par exemple, une étude
a démontré que la prévalence de I’arthrose variait selon le groupe ethnique, I’occupation et le
niveau d’activité du patient (Plotnikoff et al., 2015; Wright et al., 2008). Il a également été
démontré a travers le troisieme article que les propriétés électromecaniques varient selon la
localisation de la mesure. En effet, la force du nouveau systeme de classification électromécanique
est qu’il tient compte de la distribution des valeurs normales grace a la base de données développée.
Plusieurs études ne tiennent pas compte de cette grande variation des propriétés mécaniques
(comparable a la variation des propriétés électromécaniques) du cartilage, ou la large gamme de
propriétés possibles pour du cartilage sain se chevauche avec les propriétés du cartilage dégénéré.
Le plus critique dans le diagnostic exact du cartilage est de tenir compte de la localisation de la
mesure. Un résultat surprenant a été découvert a travers le présent article, soit I’existence de deux
distributions distinctes (faibles et hautes valeurs QP) des propriétés électromécaniques du cartilage
a I’intérieur du grade ICRS 3. Les faibles valeurs QP étaient du méme ordre que les valeurs QP
d’un cartilage sain. Ce grade de dégénération sévére, soit le grade ICRS 3, posséde quatre sous-
grades : 3A, 3B, 3C et 3D. Malheureusement, le protocole expérimental ne mentionnait pas
I’utilisation des sous-grades par 1’orthopédiste lors de 1’évaluation macroscopique des surfaces
articulaires. Il nous est impossible a ce stade, de relier chacune des distributions des propriétés
électromécaniques avec les sous-grades du grade ICRS 3. Malgré cela, nous sommes les premiers
a developper un aspect diagnostic avec une technologie quantitative, qui permet 1’évaluation du
cartilage articulaire. De plus, nous avons fait en sorte que ce nouveau systeme de classification
électromécanique soit analogue a un systéme de classification trés utilisé parmi les chirurgiens,

pour faciliter I’apprentissage et I’utilisation de ce nouvel outil.

7.4 Applications possibles

La sonde électromécanique est indépendante de 1’utilisateur, de la vitesse, de I’orientation et de la
force de compression, ce qui fait de cette technologie un excellent candidat pour de nombreuses
applications cliniques et de recherches. Les études sur lesquelles les explants sont maintenus dans
des conditions de culture peuvent bénéficier de 'utilisation de la sonde €lectromécanique, car la
nature non destructive de 1’appareil permettrait une surveillance séquentielle de modifications du

cartilage au fil du temps. En clinique, la mesure des propriétés électromécaniques pourrait
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contribuer a la planification des procédures de réparation en fournissant un moyen objectif pour
classifier les lésions du cartilage et déterminer ainsi la quantité de cartilage endommagé qui devrait
étre réséqué. En outre, des régions eloignées du site principal des défauts pourront étre évaluées
avec la sonde afin de déterminer si une dégradation mineure se produit, ce qui peut étre
particuliérement difficile a distinguer en utilisant un palpeur mécanique. Il est attendu que des
régions présentant des changements dégénératifs précoces soient asymptomatiques et ne soient pas
candidates a une intervention chirurgicale, mais elles pourraient éventuellement progresser vers
des Iésions arthrosiques. L’identification de ces régions peut représenter une opportunité
d’intervention thérapeutique précoce pour prévenir ou ralentir la progression de I’arthrose (Lotz &
Kraus, 2010). Une autre application possible de la sonde serait pour les banques de tissus, ou le
systéme de classification électromécanique permettrait de déterminer la conformité des tissus de
transplantation. Entre autres, un groupe de recherche de la Lituanie a publié une étude sur la
fiabilité de la sonde électromécanique pour évaluer la qualité des allogreffes (Mickevicius et al.,
2015).
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CHAPITRE8 CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

L’objectif principal de cette theése consistait a transformer la sonde arthroscopique
électromécanique en un outil précis de diagnostic de la dégénération du cartilage articulaire. Pour
ce faire, les aspects les plus importants étaient de construire une base de données de référence des
propriétés électromécaniques du cartilage sain chez le genou humain et de concevoir des modéles
statistiques pour la caractérisation du cartilage articulaire. Le plan expérimental a combiné
plusieurs series de surfaces articulaires provenant de genoux humains et plusieurs techniques de
caractérisation du cartilage, afin de répondre aux trois objectifs spécifiques fixés dans le cadre de

ce projet.

Une premiere étude expérimentale a permis d’investiguer la corrélation des propriétés
électromécaniques du cartilage humain, définies par le QP, avec les propriétés du cartilage
obtenues par des techniques conventionnelles, telles que I’histologie, la biochimie et les tests
mécaniques. Des modeles statistiques de régressions simples et multiples ont été effectués aupres
de toutes les propriétés recueillies sur des échantillons de fémurs distaux humains, provenant de
donneurs cadavériques. Les résultats de cette étude ont démontré que le QP corréle fortement avec
les propriétés mécaniques et histologiques du cartilage humain, mais correle faiblement avec les
propriétés biochimiques, telles que le contenu en eau et en glycosaminoglycanes. De plus, des
régressions multiples ont permis de révéler que parmi les propriétés histologiques recueillies, le
score Mankin était celle qui expliquait le mieux des propriétés électromécaniques,
comparativement au score PLM. En effet, le score Mankin tient compte de plusieurs aspects du
cartilage, non seulement 1’intégrité de sa matrice extracellulaire, mais également son contenu en
protéoglycanes et I’intégrité de sa surface. Par ailleurs, la régression multiple du QP en fonction
des propriétés mécaniques a révélé que le module des fibrilles de collagéne avait un effet
prédominant comparativement a I’effet du module de la matrice et de la perméabilité hydraulique.
En effet, la mesure électromécanique consiste en une indentation quasi instantanée, et plusieurs
études ont démontré que la réponse instantanée en compression du cartilage est gouvernée par
I’intégrité du réseau de collagene. De plus, la cartographie haute résolution compléte d’un fémur

distal dure environ 30 minutes, ce qui est trés rapide pour une technologie d’évaluation de la qualité
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du cartilage. Les résultats de cette étude ont permis de confirmer que les propriétés

électromécaniques sont sensibles a 1’intégrité et a la structure du réseau de collagene du cartilage.

En second lieu, une étude expérimentale a été effectuée afin d’examiner la sensibilité de la sonde
arthroscopique a distinguer un cartilage dégénéré d’un cartilage sain. Le protocole comptait deux
types de surfaces articulaires, soit le fémur distal et le plateau tibial, provenant de genoux
cadavériques. Une évaluation macroscopique a permis de regrouper les mesures selon trois
régions : la région | était macroscopiquement dégénérée, la région Il était macroscopiquement
normale, mais adjacente a la région | et la région 111 était le reste de la surface macroscopiquement
normale. Les analyses de sensibilité ont révélé que la sonde électromécanique et la technique
d’indentation automatisée étaient les plus robustes a détecter du cartilage précocement altére,
comparativement aux techniques d’histologie, de biochimie et de compression non confinée. De
plus, les cartographies électromécaniques et mécaniques permettent de détecter une région plus
étendue de dégradation, qui n’est pas détectée visuellement. Par ailleurs, la sonde électromécanique
et la nouvelle technique d’indentation automatisée révélent une similarité de la distribution de leurs
propriétés entre le genou gauche et droit d’un méme donneur. Ces deux études expérimentales ont
révélé le potentiel diagnostique de cette sonde arthroscopique et ont motivé son développement en
un outil de diagnostic quantitatif pour le cartilage articulaire.

Le dernier objectif de cette thése consistait a développer une base de données électromécanique
qui tiendrait compte de différents parameétres spécifiques du patient et de la localisation de mesure.
A travers le troisiéme article, un nouveau systéme de classification électromécanique a été concu.
Ce systeme est analogue a un systeme de classification tres connu et trés utilisé par les
orthopédistes, soit le score ICRS. Notre nouveau systeme de classification possede les avantages
d’étre objectif et quantitatif. De plus, un algorithme de diagnostic calculant le nouveau score
électromécanique a été developpé et implementé dans la sonde arthroscopique. En fait, la
verification de ce nouveau systeme de classification eélectromecanique a éte effectuée sur un sous-
ensemble des surfaces articulaires disponibles. Cette vérification a démontré que le score
électromécanique est plus fiable que le score ICRS, car il offre une évaluation plus précise et

objective. Par contre, un phénoméne intéressant a été découvert, soit qu’a travers le grade ICRS 3,
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il existe deux distributions distinctes des propriétés électromeécaniques (faibles et hautes valeurs
QP). Les faibles valeurs QP d’un cartilage trés dégénéré sont du méme ordre que ceux d’un
cartilage sain. Dans ces cas de doute, une rétroaction de 1’utilisateur sur 1’apparence du cartilage
est nécessaire pour offrir une classification juste. Un logiciel a également été congu dans le cadre
de cette these afin de pouvoir diagnostiquer la dégénération du cartilage en temps réel, en utilisant
le nouveau systéme de classification électromécanique. Ce logiciel permettrait d’effectuer des

études de validation ex vivo en premier lieu et en clinique en deuxiéme lieu.

Ces travaux sont les premiers a avoir examiné la justesse et la sensibilité du nouveau parametre
électromécanique, le QP, sur des surfaces articulaires du genou humain. Parmi toutes les techniques
développées pour parvenir a offrir un outil quantitatif d’évaluation du cartilage articulaire, la sonde
arthroscopique est la seule qui offre une mesure directe reflétant ses propriétés fonctionnelles et
structurelles. Non seulement elle est indépendante de 1’utilisateur, de 1’orientation, de la force et
de la vitesse appliquées lors de la compression du cartilage, elle fournit une donnée en moins de
cing secondes pour chaque mesure. De plus, nous sommes les premiers a offrir a un tel outil de
mesure, une fonctionnalité diagnostique analogue a ce qui est déja reconnu par les chirurgiens. A
la lumiére des résultats obtenus, la sonde arthroscopique pourrait étre utile dans de nombreux
domaines, tels que le diagnostic clinique pour aider la prise de décision et a la surveillance, la
recherche pour des études sur la réparation du cartilage ou des études sur des modéles d’usure,
mais également le contrdle qualité, ou les surfaces articulaires ou allogreffes destinées a la

transplantation seraient évaluées électromécaniquement pour assurer leur conformité.

D’autres travaux dans cette méme veine de recherche permettront de mieux comprendre les deux
distributions distinctes des propriétés électromécaniques a I’intérieur du grade ICRS 3, soit des
lésions séveres du cartilage et surtout de raffiner/automatiser 1’algorithme diagnostic. Le
raffinement et 1’automatisation de 1’algorithme diagnostic sont en cours a travers un projet
complémentaire mené par une étudiante au doctorat de notre groupe de recherche. Des travaux
futurs sont nécessaires a la validation complete du systeme de classification électromécanique sur
des échantillons frais et en présence d’un orthopédiste pendant la prise de mesure. A ce moment,

le protocole expérimental devra faire part de 1’utilisation des sous-grades ICRS lors de I’évaluation
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macroscopique par le chirurgien. Avec des résultats prometteurs, des études pourraient méme étre
effectuées sur d’autres articulations proéminentes du corps humain qui sont sujettes a 1’arthrose,
soit I’épaule ou la hanche. Ces points a ¢lucider permettraient d’améliorer et de valider le caractére
diagnostic de la sonde arthroscopique, en ayant comme but ultime de rendre cette technologie enfin
utilisable en clinique et reconnue comme méthode de choix dans 1’évaluation quantitative du

cartilage articulaire.
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