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Résumeé : Les ossifications hétérotopiques (OH)
sont des formations osseuses bénignes
anormalement situées dans les tissus mous du
corps humain. Les OH peuvent étre d’origine
génétique, acquise et idiopathique. Elles sont
appelées  paraostéoarthropathies  neurogénes
(POAN) lorsqu’elles se développent aprés une
Iésion du systéme nerveux central. Cette these a
pour objectif de préciser les facteurs
inflammatoires locaux et systémiques, impliqués
dans la survenue de POAN. Nous avons tout
d’abord étudié I’effet de [D’injection de
composants de paroi membranaire bactérienne
dans un modéle de souris développant des
ossifications hétérotopiques neurogénes (OHN)
aprés  section  médullaire et injection
intramusculaire d’un myotoxique chimique.
L’injection locale intramusculaire comme
systtmique d’'un  composant de  paroi
d’Escherichia Coli ou de Staphylococcus Aureus
a permis d’augmenter de fagon significative le
volume des OHN. A I’issu de ces expériences, il
semble que le niveau d’inflammation
intramusculaire influence de fagcon importante le
volume des OHN, selon un effet-dose. La
provenance des agents de paroi bactérienne fait
supposer que I’inflammation pourrait étre
spécifiguement induite par des pathogenes
infectieux. Il semblerait qu’il existe un niveau
inflammatoire seuil a partir duquel, la section
médullaire ne soit plus obligatoire a la survenue
d’OH. Toujours dans le méme modele murin,
nous avons montré que le blocage de la jonction
neuro-musculaire par une injection de toxine
botuligue augmente le volume des OHN. La
jonction neuro-musculaire semble réguler le
développement de OHN dans un muscle
pathologique chez la sourie avec section
médullaire. 1l est possible que cette régulation
s’effectue via un mécanisme de neuro-
inflammation locale. Suite a ces découvertes en
recherche fondamentale, nous avons mené une
étude cas-témoins recherchant des facteurs
pourvoyeurs d’inflammation a la phase trés
précoce suivant I’accident neurologique, qui

pourraient étre corrélés a I’apparition de POAN.
Cette étude a été la premiére a montrer que les
patients avec POAN présentent de fagon plus
importante des infections & Pseudomonas
Aeruginosa. La présence de traumatismes
associés et de chirurgies était corrélée a la
survenue de POAN, tout comme la longueur de
la ventilation mécanique, du coma, du séjour en
réanimation et la présence d’une trachéotomie.
En revanche, aucun critére neurologique n’était
associé a une augmentation du risque de POAN.
A gravité neurologique égale, il semble donc
que les patients développant des POAN
présentent un niveau d’inflammation plus élevé
(infections, polytraumatisme, chirurgies
multiples, réanimation) que les patients sans
POAN. Comme pour d’autres pathologies
articulaires avec une composante
inflammatoire, nous avons infiltré des dérivés
cortisonés localement, dans le but de traiter les
douleurs induites par certaines POAN. Un mois
apres 1’injection, 80% des patients présentaient
un soulagement des douleurs. Ce traitement
local parait étre une alternative intéressante a la
prise en charge antalgiqgue des POAN
douloureux.

Les POAN sont toujours, a I’heure actuelle,
diagnostiqués et prises en charge tardivement
lors de I’apparition de complications. L’enjeu
actuel est d’identifier les patients a risque de
développer des POAN, le plus tot possible apres
leur accident neurologique de fagon a leur
assurer un suivi et une prise en charge adaptée
et précoce. En se basant sur les études cliniques
et les données issues du modéle murin
développant des POAN, nous allons relever des
criteres cliniques et biologiques reconnus
comme ¢étant corrélés a 1’apparition de POAN
dans une base de données clinico-biologique.
Ce tout premier travail prospectif sur les POAN
permettra de repérer les patients a risque de
développer des POAN et peut étre a terme
d’identifier des cibles thérapeutiques qui
permettront de prévenir ou de guérir les POAN.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Route de 'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France
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Abstract : Heterotopic ossifications (HO) are
abnormal ectopic bone formations that develop
in soft tissues. HO can be related to genetic
factors or acquired pathologies. HO occurring
after central nervous system lesion are called
neurogenic HO (NHO). The objective of this
project is to identify local and systemic
inflammatory factors that may be associated
with occurrence of NHO. We study first, the
effect of bacterial membrane components on the
development of NHO in a mouse model of
spinal cord injury triggered by injection of a
myotoxic compound into muscle. Local and
systemic  administration of = membrane
components  from  Escherichia coli or
Staphylococcus aureus significantly increased
the volume of NHO. Changes in the level of
inflammation, which was dose responsive,
correlated with changes in NHO volume
suggesting that inflammation influences NHO
formation. As bacterial membrane components
were also linked to increased volumes of NHO,
it is possible that inflammation triggered by
infectious pathogens could also be involved in
NHO development. Furthermore, we identified
that after reaching a certain threshold of
inflammation, triggered by administration of
bacterial membrane components, spinal cord
injury was not required for NHO formation.
Further experiments with this model involved
determining  the effect of  blocking
neuromuscular signaling on NHO formation.
Botulinum toxin injection increased the size of
NHO. Therefore, neuromuscular signaling also
modulates NHO development in damaged
muscles of spinal cord-injured mice. By
extension, local neuroinflammation  was
implicated in regulating neuromuscular signals
received by affected muscles. Based on these
preclinical results, we carried out a case-control
study to look for factors inducing inflammation
that could be linked with NHO occurrence, and
which occur at early stages after neurological
trauma. This study identifies for the first time
that patients with Pseudomonas Aeruginosa-
positive infections were more likely to develop
NHO. NHO patients more frequently
experience

surgery and polytrauma, compared to patients
without NHO. Furthermore, extended stays in
intensive care, long periods of mechanical
ventilation, enduring coma, or patients with a
tracheotomy were more frequent in patient with
NHO. In contrast, no neurological factors were
associated with a higher risk of developing
NHO. Patients with comparable neurological
trauma severity were more susceptible to
develop NHO when they were experiencing a
high level of inflammation (infection,
polytrauma, surgeries, intensive care). Like for
other inflammatory joint pathologies, we
performed a further study which involved the
infiltration of NHO with corticosteroid locally,
in order to treat pain induced by NHO
formation. One month after treatment, 80% of
patients reported an improvement of pain.
Therefore, we demonstrate that corticosteroid
infiltration at the site of NHO is an effective
treatment for pain associated with NHO.
Detecting patients that are at risk to develop
NHO as early as possible after an accident is
imperative, to adapt rehabilitative strategies or
treatment needs specific for patients that
develop NHO. However, NHO diagnosis occurs
during late phase of disease, when
complications are occurring. To address this
shortfall in the detection of NHO formation, we
are undertaking the first prospective study of
NHO, where clinical and biological information
will be recorded to make a database. The
specific data to be collected has been defined by
our previous research in the mouse model and
earlier clinical studies, and will identify specific
biological and clinical factors that can be
monitored to identify patients at risk to develop
NHO. The outcomes of this project have
specific implications in the understanding the
drivers of NHO formation and its detection.
Global outcomes of this project include
improving patient management and possibly the
prevention of NHO formation in patients.
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I. Introduction générale

L’os se forme habituellement selon des regles spatio-temporelles bien définies par notre génome. On
différencie deux types d’ossifications au cours de l'ostéogénese : I'ossification intramembranaire et
l'ossification endochondrale ou enchondrale [1,2]. Ces deux processus différent de par leur origine. En
effet, l'ossification endochondrale est précédée d'une maquette cartilagineuse, alors que l'os
intramembranaire fait directement suite a un tissu fibreux. L'os endochondral correspond a tous les os
longs, aux vertébres et a une grande partie des os de la base du crane [2]. Par opposition, l'ossification
intramembranaire est responsable des os du crane et de la face [1]. Contrairement a I'os endochondral,
ce processus d’ossification ne passe pas par 1'état cartilagineux. Le tissu conjonctif est envahi par de la
substance osseuse que sécrete les cellules de ce tissu conjonctif, qui évolue directement en

ostéoblastes. On les appelle des os de membrane par opposition aux autres, qui sont des os de cartilage.

Dans des conditions pathologiques, I'os peut se développer dans les tissus mous, a distance du
squelette osseux et donner lieu a des formations osseuses ectopiques et bénignes. Les ossifications
hétérotopiques peuvent avoir différents noms tels que « ostéome », « myosite ossifiante » ou encore
« paraostéoarthropathie ». En nomenclature internationale, elles se nomment classiquement
« heterotopic ossification » et plus rarement « myositis ossificans ».

Si on regarde ces mots de plus prés, on peut s’apercevoir que leur signification n’est pas équivalente et
qu'ils orientent, de facon plus ou moins précise, vers un cadre nosologique. Le mot « ostéome » est tres
généraliste car il regroupe l'ensemble des tumeurs osseuses bénignes ectopiques mais aussi du
squelette osseux. Il englobe les paraostéoarthropathies qui sont des tumeurs osseuses
extraordinairement bien organisées puisqu’elles fonctionnent comme un véritable os long en
perpétuel remodelage et contenant une niche hématopoiétique [3]. Elles sont issues d'un processus
d’ossification endochondral [4]. Contrairement au mot ostéome, le terme anglais « heterotopic
ossification », est plus précis et lisible. On le traduit en frangais par « ossification hétérotopique » (OH).
Il vient des racines grecques « hetero » et « topos» qui signifient « autre place » et du mot latin
« ossificatio » se traduisant par «formation osseuse» [5-8]. La famille des OH regroupe les
« paraostéoarthropathies » et les « myosites ossifiantes ». Ces derniéres sont des formations osseuses
non tumorales, issues d'un processus de cicatrisation selon une ossification intramembranaire
conduisant a un os moins organisé et sans fonction hématopoiétique [9]. Elles n’appartiennent donc
pas a la famille des « ostéomes ». De facon intéressante, il s’agit du seul terme faisant référence a
I'inflammation musculaire qui, nous le verrons en fil rouge tout au long de ce travail, est plus
qu’indispensable a la formation de ces ossifications ectopiques, quelques soient leur origine.

Dans ce travail, nous avons fait le choix de différencier les OH selon leur origine génétique, acquise ou

idiopathique.

14



Ces observations sont synthétisées dans la Figure 1 qui propose une schématisation de I'ensemble des

appellations, en fonction de leur définition et de leurs caractéristiques étiologiques.

Heterotopic ossifications
ou Ossifications hétérotopiques

/ GENETIQUES ACQUISES IDIOPATHIQUES \
[‘ Mutation du géne ACRVl] / Myosite Ossifiante \
/ \

- Mutations du géne GNAS circonscrite

/ Ostéome \

Paraostéoarthropathie

- Neurogéne

- Traumatisme orthopédique
- Bralures étendues

- Long séjour en réanimation

K k :Amputationtraumatiqy /
K Autres tumeurs bénignes /

Figure 1. Schématisation de I'’ensemble des appellations en fonction de leur définition et de
leurs caractéristiques étymologiques.

Patin a été le premier a décrire les ossifications hétérotopiques, en 1692 chez un enfant atteint de
fibrodysplasie ossifiante progressive [10]. Coppnig en 1740, puis Freke un an plus tard et enfin Riedel
en 1883 ont précisé ces observations [10]. Les premieres descriptions anatomo-radio-cliniques de
paraostéoarthropathies (POA) ont été faites par Augusta Klumpke-Déjerine et André Ceillier en 1918,
durant la premiere guerre mondiale chez des soldats paraplégiques apres atteinte médullaire

traumatique [11,12].

L’intérét porté a ces pathologies s’est considérablement accru ces dernieres années. Les formes
génétiques ont suscité un attrait tout particulier. Méme si elles restent rares, I'évolution rapidement
tragique de ces maladies et le jeune age des patients ont conduit a une recherche trés active sur le
sujet [13,14]. Les avancées majeures en matiere de compréhension des mécanismes
physiopathologiques et moléculaires, notamment par la multiplication des modéles animaux, ont fait
émerger des thérapeutiques curatives trés prometteuses. Les POA sont, quant a elles, plus fréquentes
et peuvent survenir dans plusieurs pathologies acquises au cours de I'existence d’un individu. En effet,
elles ont été rapportées apres des traumatismes orthopédiques, des amputations traumatiques, des
atteintes aiglies du systéme nerveux central mais aussi suite a de long séjour en réanimation ou encore

des brilures étendues [5,10,15-18]. Les remplacements articulaires prothétiques sont
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particulierement fréquents, le nombre de POA visibles en post-opératoire est par conséquent
particulierement élevé. Compte tenu du nombre de protheses implantées chaque jour a travers le
monde, un travail important c’est porté sur la recherche de mesures préventives [19]. L’apparition de
POA chez des patients survivants a une lésion neurologique centrale, une brilure étendue, une
amputation ou un long séjour en réanimation pose le probléme du sur-handicap dans une éere ou les
progrés en terme de réanimation sont constants. En effet, les POA surviennent dans des populations de
patients déja fragilisés par la pathologie initiale, ce qui prolonge la prise en charge et assombrit la
récupération fonctionnelle [20,21]. L’absence de moyens préventifs efficaces et de traitements curatifs
non invasifs rendent la gestion de cette complication tres complexe, chez les patients les plus
vulnérables. La question de l'identification des patients a risques de développer des POA, par des
caractéristiques cliniques ou biologiques reste entiere. De méme, de nouvelles thérapeutiques

physiques ou médicamenteuses permettraient de prévenir ou de traiter les POA.

Cette thése a pour objectif de mieux préciser les caractéristiques infectieuses et inflammatoires
présentées par les patients développant des paraostéoarthropathies neurogenes (POAN). Une
premiére partie introduira les différentes types d’ossifications hétérotopiques, leurs points communs,
leurs différences et leurs particularités inflammatoires. Par la suite, ce travail se focalisera sur I'effet
de l'inflammation et son implication dans le développement des OH neurogenes (OHN) au moyen de
quatre études, deux issues de la recherche fondamentale sur un modéle murin et deux autres qui sont
des études cliniques. La derniere partie développera la méthodologie de recherche employée pour la
création d’'une base de données clinico-biologiques chez des patients traumatisés craniens et blessés
médullaires a un stade précoce suivant I'accident neurologique. Chaque travail constituant cette thése
sera présenté dans un chapitre numéroté :

1. Effet de l'injection d’agents de paroi bactérienne et inflammation induite sur le développement des
OHN chez les souris.

2. Etudier I'impact de I'injection intramusculaire de toxine botulique sur le volume des OHN dans le
modelé murin : hypothése de la modulation du signal de la J]NM, notamment inflammatoire dans la
formation des OHN.

3. Etudier les facteurs inflammatoires intervenant dans les processus de formation de POAN a un
stade précoce suivant un traumatisme cranien chez 'Homme.

4. Etudier l'efficacité sur la douleur d’'un traitement par infiltration de corticoides au site de
développement de POAN chez 'Homme.

5. Création d'une banque de données clinico-biologiques chez des patients hospitalisés en services de
soins aigiies pour la recherche de marqueurs spécifiques prédictifs, notamment inflammatoires, du

développement précoce de POAN chez 'Homme « BENTHOS ».
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II. Les différentes formes d’ossifications hétérotopiques

1. Les formes génétiques

1.2 La fibrodysplasie ossifiante progressive (FOP)

La FOP est une pathologie congénitale sévere touchant les tissus conjonctifs. Elle se caractérise par un
syndrome polymalformatif et l'acquisition progressive d’ossifications ectopiques. La prévalence
mondiale de la FOP est de 1 patient sur 2 millions [22]. L'origine ethnique, géographique et le genre ne
sont pas corrélés au développement de FOP [23]. Les enfants naissent avec une apparence normale en
dehors d’'une déformation congénitale des gros orteils, une clinodactylie et une malformation du rachis
cervical [24]. De facon assez typique, la premiére décennie de vie est marquée par des épisodes
sporadiques de poussée douloureuses et inflammatoires (flare-ups) survenant dans les 24 heures
apres un élément déclencheur, qui peut étre un traumatisme tissulaire, une injection intramusculaire,
un infection virale, une chute ou encore pendant un épisode de fatigue [22]. A chaque poussée, une
ossification se produit dans le tissu conjonctif et touche de fagcon aléatoire les muscles squelettiques,
tendons, ligaments, fascias et aponévroses. Les ossifications ont généralement une progression cranio-
caudale et proximo-distale [5]. La progression des ossifications a chaque poussée entraine des plages
osseuses confluentes a l'origine de raideurs articulaires des membres mais aussi du tronc et de la
colonne vertébrale. La géne fonctionnelle est majeure dans les déplacements, les gestes d’hygiéne,
l'installation au lit ou au fauteuil. La majorité des patients perdent la marche avant 'age de 30 ans [22].
Le pronostic vital peut également étre engagé notamment par l'atteinte des muscles péri
mandibulaires qui entraine des difficultés d’alimentation orale et un amaigrissement [22]. La
croissance des ossifications impliquant la paroi thoracique, conduisent au développement d'un
syndrome thoracique restrictif a 'origine d’une insuffisance cardio-pulmonaire et cause la mort vers
40 ans [25,26].

Le diagnostic est clinique et confirmé par des tests génétiques. La FOP est due a des mutations
ponctuelles dans la partie codante du géne de I’Activin A receptor type I (ACVR1) aussi appelé activin
receptor like kinase-2 (ALK2) sur le chromosome 2q23-24. Le géne ACVR1 code pour un récepteur
serine kinase du méme nom (ACVR1 ou ALK2) appartenant a la famille des récepteurs a la « bone
morphogenetic protein » (BMP) de type I [27]. Les mutations causant la FOP les plus fréquentes
transforment une arginine en position 206 du récepteur en une histidine (R206H) ou bien une glycine
en position 617 en alanine (G617A). D’autres mutations ponctuelles et activatrices du géne ACVR1 ont
été plus rarement rapportées telles que la mutation L196P [28]. Toutes les mutations causant la FOP
ont la caractéristique d’activer la fonction kinase du récepteur indépendamment de la liaison de ses
ligands physiologiques (BMP). Elles ont une pénétrance de 100% cependant la vitesse de
développement et la sévérité des OH sont trés variables entre les individus affectés par ces mutations.
Elles sont le plus souvent somatiques et sporadiques mais des formes héréditaires autosomiques

dominantes ont également été rapportées [27]. De facon physiologique, le récepteur ACVR1 sauvage
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lie les BMP qui I'activent et conduisent a la phosphorylation et activation des Smad 1/5/8 (Figure 2.B).
L’activine A a également la capacité de se lier au récepteur ACVR1 mais est antagoniste du signal des
BMP car la liaison de I'activine A entraine la phosphorylation et I'activation des Smad 2/3 (Figure 2.A
et C) [29]. En revanche, chez les patients atteints de FOP, la mutation R206H change la spécificité du
récepteur ACRV1. L’activine A devient alors agoniste, entrainant une hyperactivation du récepteur
ACVR1R206H conduisant a la phosphorylation et activation de Smad 1/5/8 au lieu de Smad 2/3 (Figure
2.D) [29].

A B C D
.~ OsteoBMP Activin Activin
Activin ‘} D>
4D> \\ \\ LS R206H
variant
SN .
!2 1P Z )
gk ‘; Typel: Typel:
ACVR2A, P ACVR1B ACVR1
ACVR28, P ACVRIC Z ACVR1[R206H]
BMPR2 B Z
-Smad1/5/8 %
p-Smad2/3 P p-Smad1/5/8

Figure 2. Un changement d’amino-acide du domaine intracellulaire (R206H) transforme ACVR1
en un récepteur répondant a 'activine et entraine la stimulation de la voie de signalisation
Smad 1/5/8.

(A) L’activine se lie de fagon physiologique au récepteur Activine ACVR1B/1C de type 1 et active la
voie de signalisation Smad2/3 et partage le récepteur de type Il (ACVR2A, ACVR2B, and BMPR2) avec
les BMPs. (B) les récepteurs ACVR1 et de type Il reconnaissent les BMPs et stimulent la
phosphorylation de Smad1/5/8. (C) les récepteurs ACVR1 et de type II se lient avec I'activine mais le
complexe résultant de cette lésion ne permet pas la stimulation et phosphorylation de Smad1/5/8 ; a
la place, I'activine agie comme un inhibiteur du signal des BMPs via le récepteur ACVR1. (D) Dans la
FOP, la variante R206H du récepteur ACVR1 répond a l'activine, induisant la phosphorylation de
Smad1/5/8, tout comme les BMP. La variante R206H ne perd pas son habilité a la réponse canonique
par stimulation du récepteur par les BMP. Schéma extrait du I'article de Hatsell et coll. [29]

Récemment, Alessi Wolken et collaborateurs ont confirmé via l'utilisation d'un modeéle animal,
I'importance de l'Activine A. Ils ont aussi souligné la nécessité du déclenchement des poussées
inflammatoires par des facteurs extrinséques pour induire la formation d’os ectopique. En effet la
simple mutation du récepteur ACRV1 ne suffit pas a la progression de la maladie [30]. Suite a la
stimulation du récepteur, 'emballement de la voie de signalisation sous-jacente, méne a la formation
d’os ectopique selon un processus d’ossification endochondral [30]. A ce jour, il n'y a aucun traitement
préventif ou curatif de la FOP [22,26]. La prise en charge repose essentiellement sur la prévention des
poussées inflammatoires par l'éviction de tout traumatisme, injection, infection et chute. Un
traitement par corticoides ou anti-inflammatoires non stéroidiens est instauré dans les 24 heures

suivant le début d’'une poussée pour une durée de 4 jours. Cependant, les progrés de la recherche
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fondamentale en terme de compréhension des mécanismes physiopathologiques, font émerger des
traitements dont certains font actuellement, I'objet d’essais thérapeutiques [26]. Le Palovarotene est
un dérivé de l'acide rétinoique qui agit comme un antagoniste a la chondrogénése. Deux essais
thérapeutiques de phase II et III sont actuellement en cours. L’anticorps anti-activine A (REGN2477)
qui permet de neutraliser I’Activine A avant sa liaison au récepteur muté ACRV1, est actuellement testé
dans un essai clinique de phase II. La Rapamycine est un immunosuppresseur déja connu et
fréquemment utilisé dans les suites de greffes d’organes. Ce traitement agit en bloquant la
« mechanistic target of rapamycin complex 1 » (mMTORC1) et permet de réduire la taille des OH dans la
FOP en agissant sur une des voix de signalisation activée par I'activine A. Un essai clinique de phase III
est en cours. D’autres traitements tel que I'Imatinib et le Saracatinib, deux inhibiteurs de tyrosine
kinases font également I'objet de pistes thérapeutiques [26]. Contrairement aux autres formes d’OH, la
chirurgie est contre-indiquée car elle déclenche généralement les poussées inflammatoires et risque

donc d’aggraver la maladie.

1.3 Maladies génétiques issues de mutations hétérozygotes inactivatrices du gene GNAS

L’hétéroplasie osseuse progressive (HOP), 'ostéodystrophie d’Albright (OHA),
pseudohypoparathyroidisme (PHP), pseudo- pseudohypoparathyroidisme (PPHP) et primary osteoma
cutis (POC) sont des maladies génétiques trés rares qui partagent des caractéristiques similaires
d’ossifications ectopiques des tissus conjonctifs superficiels en association avec des mutations
hétérozygotes inactivatrices du gene GNAS (Tableau 1) [31].

Le géne GNAS1 (Guanine Nucleotide-binding protein Alpha Stimulating) situé a I'extrémité distale du
chromosome 20 présente une organisation complexe responsable de la synthése de 5 transcrits
différents d’expression monoallélique maternelle ou paternelle sous le contréle de régions
différentiellement méthylénées [32].

Gsa code pour la sous-unité o stimulatrice des protéines G, cruciale pour I'activation de la voie de
signalisation de nombreux récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) comme le récepteur de
I'hormone parathyroidienne (PTH) et la thyroid-stimulating hormone (TSH). Dans certains tissus
comme le tubule rénal proximal (cible de la PTH), la thyroide ou I'hypophyse, I'expression de Gsa est
monoallélique, d'origine maternelle et soumise a 'empreinte parentale de fagon tissu-spécifique [32].
Les défauts génétiques et épigénétiques du locus GNAS causent en fonction de leur origine allélique,
différentes pathologies syndromiques hétérogénes (Tableau 1). La distinction clinico-biochimique
entre ces différentes pathologies se fait principalement sur la présence ou non du syndrome
dysmorphique, 'OHA, et la présence d'une résistance hormonale en particulier a la PTH. Ainsi des
lésions génétiques du locus GNAS sont associées a plusieurs phénotypes qui dépendent d’'une part du
site de la lésion (centre d’empreinte ou région codante) et d’autre part de 'alléle atteint (maternel ou

paternel) [32].
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Dans ces pathologies, la formation d'os ectopique débute des le plus jeune age et se fait
essentiellement selon un processus d’ossification intramembranaire, quelques ilots cartilagineux
peuvent toutefois étre présents [5]. Les ossifications se développent préférentiellement dans les tissus
superficiels, cutanés et sous cutanés. Dans la HOP, les formations osseuses s’étendent également en
profondeur vers les muscles, tendons et fascias, contrairement aux autres formes génétiques avec
mutation du géne GNASI [33]. La HOP se différencie de la FOP par I'absence de malformation ou de
poussées inflammatoires. Le diagnostic est confirmé par I'analyse du génome retrouvant une mutation
inactivatrice hétérozygote de GNASI et une absence de syndrome de résistance a la parathormone
(Tableau 1) [31,33]. L’'OHA se caractérise par I'addition de plusieurs symptomes cliniques tel qu’'une
petite taille, obésité, face ronde, bradycardie et déficience cognitive [34]. Les patients atteints de PHP
présentent plusieurs symptomes similaires a 'OHA et un syndrome de résistance a la parathormone
(Tableau 1) [35]. Dans I'OC, les ossifications sont toujours superficielles, il n’y a pas de criteres

cliniques communs a I’AHO ni de syndrome de résistance a la parathormone [36].

Abréviation nom Syndrome Observations Activité biologique | Chromosome/g | Anomalie
d’OHA! biologiques de la protéine G éne moléculaire
PHP1a? Pseudo- +++ Résistances Diminuée 20q13.32/GNAS Mutation hétérozygote
hypopara hormonales inactivatrice de la
thyroidie multiples (PTH, séquence codante du
la TSH, gene GNAS portée par
Gonadotrophines) 'alléele maternel
PPHP Pseudo- +++ Pas de résistance Diminuée 20q13.32/GNAS Mutation hétérozygote
Pseudo- hormonale inactivatrice de la
hypopara séquence codante du
thyroidie gene GNAS portée par
I'alléle paternel
HOP Hétéropla | +/- Pas de résistance Diminuée 20q13.32/GNAS Mutation hétérozygote
sie hormonale inactivatrice de la
osseuse séquence codante du
progressi gene GNAS portée par
ve l'alléle paternel
PHP1b3 Pseudohy | +/- Résistance Normale (ou 20q13.32/GNAS Perte de 'empreinte
poparath hormonale: légérement parentale du locus
yroidie PTH+/-TSH diminuée) GNAS
1b
PHP1c Pseudohy | +++ Résistances Normale in vitro 20q13.32/GNAS Mutation hétérozygote
poparath hormonales inactivatrice dans
yroidie 1c multiples (PTH, I'exon 13 de GNAS
TSH, porté par l'alléle
Gonadotrophines) maternel: perte de
couplage RCPG-AC

Tableau 1. Caractéristiques distinctives des pathologies liées a des défauts génétiques et
épigénétiques du locus GNAS.

Tableau extrait du l'article de Linglart et coll.[32] 1 (+++) syndrome d’OHA marqué, (+/-) syndrome d’'OHA
peu marqué.

Comme pour la FOP, il n’existe pas de traitement permettant de prévenir ou de traiter ces pathologies.
Les processus d’ossification et les voies de signalisation étant différents entre les maladies génétiques
avec mutation de GNAS (intramembranaire) et la FOP (endochondral), les thérapeutiques en cours de
développement dans la FOP ne s’appliquent pas ici. La chirurgie d’exérése reste la seule alternative

lorsque les formations osseuses sont volumineuses et fonctionnellement génantes avec toutefois, un
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risque de récidive [33].

2. La myosite ossifiante circonscrite

La myosite ossifiante est une prolifération hétérotopique non néoplasique d'os au sein des structures
musculaires. C'est une 1ésion bénigne, rare, représentant 0.7% des ossifications des parties molles [37].
Le terme de myosite est cependant inapproprié car l'ossification ne provient pas des fibres
musculaires striées squelettiques mais du tissu conjonctif interstitiel [38]. La myosite ossifiante
circonscrite (MOC) est attribué a un traumatisme dans 60 a 75% des cas ou a des microtraumatismes
répétés [39]. Cependant il n'est pas toujours possible de la rattacher a un traumatisme connu, il s'agit
de formes apparemment spontanées, appelées myosite ossifiante circonscrite non traumatique [40].
Ces ossifications se développent généralement a la racine de membres, autour des ceintures
pelviennes et scapulaires, peuvent intéresser les cuisses ou les bras. Elles apparaissent parfois plus en
distalité dans les mains et les pieds. Elles intéressent plutot la partie antérieure du corps humain [41].
L'atteinte des muscles para vertébraux est trés rarement décrite [42].

La MOC survient de fagon préférentielle chez I'adulte jeune. Elle se manifeste initialement par
'apparition brutale d'une masse douloureuse et inflammatoire des parties molles. Le volume de la
tuméfaction est d'emblée maximal puis diminue progressivement pour se normaliser a la phase
chronique [43]. L'aspect radiologique se modifie parallelement a I’évolution clinique et histologique de
la lésion [44]. A la phase initiale, les radiographies standard ne décélent généralement aucune
anomalie. En revanche, I'échographie peut étre utile et mettre en évidence des modifications de
I’échogénicité du muscle et de vascularisation mais sans aucune spécificité [9, 10]. La TDM
(tomodensitométrie) objective a ce stade, une tuméfaction des parties molles mal limitée, se
rehaussant aprés injection de produit de contraste et respectant l'os adjacent. En IRM, la masse
apparait en isosignal T1, en hypersignal T2 hétérogene, faiblement rehaussée apres injection de
gadolinium, avec un cedeme musculaire extensif dépassant les limites de la tuméfaction [45]. Cet
aspect cedémateux des muscles peut faire évoquer également un abces, un hématome ou la
rhabdomyolyse d'ou la nécessité d'une confrontation clinico-biologique et radiologique [46].
Progressivement, la lésion s’ossifie devenant visible sur les radiographies standard et en TDM. Elle se
traduit d’abord par des opacités floconneuses puis évolue vers un os mature a la périphérie de la
masse. Parfois la masse est totalement calcifiée et cette ossification peut arriver au contact de 1'os [47].
En cas de doute diagnostique, la répétition d’examens d'imagerie suffit souvent a élucider le diagnostic
et permet ainsi d’éviter une biopsie chirurgicale [9]. L’analyse histologique n'est indiquée que lorsque
I'évolution et 1'aspect radiologique de la lIésion sont atypiques. Sur le plan histologique, la myosite
ossifiante évolue selon trois phases caractéristiques et suivant un processus d’ossification
intramembranaire. Au cours de la premiére semaine, il existe une prolifération active

mésenchymateuse. Lors de la deuxieme semaine, des ostéoblastes vont se loger au sein du tissu
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conjonctif et entament la production d'une matrice ostéoide qui conduit a la formation d'une capsule
fibreuse. Dans les deux a huit semaines suivantes, se constitue un « phénomene de zone », avec trois
zones distinctes. La zone centrale est constituée de tissu mésenchymateux, hémorragique et
nécrotique, la zone intermédiaire présente des ostéoblastes, et des ilots d'os immature, et la zone
externe contient des travées d'os mature. L'ossification se fait de facon centripéte [43]. Par ailleurs,
I'analyse histologique peut étre trompeuse et doit étre faite sur un volume suffisant de la masse pour
retrouver le phénomeéne de zone (tissu mésenchymateux - ostéoblastes et 1lots d'os immature - travées
d'os mature). Dans le cas contraire, le diagnostic de tumeur maligne peut étre porté, a tort [46,47].
L’évolution de la myosite ossifiante circonscrite se fait vers la stabilisation, la régression ou la
disparition de la lésion [48]. La dégénérescence sarcomateuse semble exceptionnelle lorsque le
diagnostic initial de MOC est avéré [37]. L'abstention thérapeutique est la régle. La chirurgie n'est

indiquée uniquement dans les cas symptomatiques et génant la fonction [49].

3. Les paraostéoarthropathies

3.1 Leurs points communs

Si I'étiologie des POA acquises differe d'un patient a I'autre, on retrouve dans la littérature, un certain
nombre de points communs entre les POA survenant aprés traumatismes orthopédiques, amputations,
brilures étendues, hospitalisation prolongée en réanimation et atteinte aiglie du systéme nerveux

central (SNC) (Tableau 2).

3.1.1 Localisations péri-articulaires

Dans les études cliniques dont le design est tres souvent rétrospectif, les sites les plus fréquemment
cités sont également les plus opérés car ils représentent les localisations articulaires génantes. Les
POA sont habituellement localisées autour des grosses articulations que sont la hanche, le genou, le

coude et I'épaule. Toutefois, quelques cas ont été rapportés avec un développement distal.
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Figure 3. Localisations des POA en fonction de la pathologie initiale.

La numérotation va de 1 (site le plus fréquent) a 3 (site le moins fréquent) en fonction de la
localisation péri-articulaire des POA et de la maladie d’origine. Image provenant de l'article de

Ranganathan et coll.[17].

Il existe des sites préférentiels selon la pathologie initiale.

Le cas des amputations est un peu particulier car les POA sont localisés dans les tissus mous de
I'extrémité du moignon. L’appellation POA est d’ailleurs un abus de langage car l'ossification
néoformée ne se situe pas autour d’'une articulation mais plutét entre 'os sectionné et le matelas
musculo-cutané suturé. Cependant, au vue de son développement clinique et de ses caractéristiques
histologiques, nous préférons le classer dans les POA [7,8]. La classification de Walter Reed (Figure 4)

permet de distinguer les POA apparaissant suite a des amputations traumatiques selon leur volume.

Grade 1, mineur, 0-25% Grade 2, modéré, 25-50% Grade 3, sévere,> 50%

Figure 4. Classification de Walter Reed.
Grade 1 ou mineur, POA dont la taille est < a 25% de la surface des tissus mous du moignon. Grade 2
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ou modéré, POA dont la taille se situe entre 25 et 50% de la surface des tissus mous du moignon. Grade
3 ou sévere, POA dont la taille est > a 50% de la surface du moignon. Photo extraite de I'article de
Forsberg et Potter [50].

Antérieur Postéro-médial Membrane inter-osseuse

Figure 5. Différentes localisations de POA autour du coude.
Localisations antérieure et postéro-médiale par rapport a l'articulation du coude et POA de la

membrane inter-osseuse.

Le coude est la localisation la plus fréquente de développement de POA chez les sujets victimes de
briilures étendues [17]. Dans leur cohorte, Medina et coll. observaient 60% de POA autour du coude,
10% étaient localisés a I'épaule et 7% étaient proches des os de I'avant-bras ou localisés a la face
interne du genou [16]. Certains auteurs rapportent également des POA en regard des articulations
temporo-mandibulaires, lorsque les briilures s’étendent jusqu’a la face [51]. Il est a noter que cette
complication ne se situe pas toujours en regard d'une zone briilée et peut se former autour
d’articulations situées en regard de zones de peau saine [52]. La moitié des patients atteints de POA au
coude présentent une atteinte bilatérale [53,54]. Les POA peuvent avoir différentes localisations
autour du coude et étre a I'origine de symptémes plus ou moins génants (Figure 5). Environ 12% des
POA seraient a l'origine d’'une compression aigiie du nerf ulnaire dans sa gouttiére lorsqu’ils sont
situés a la face postérieure du condyle médial [6]. Certains ont une localisation antérieure par rapport
a l'articulation ce qui entraine une raideur articulaire en flexion, alors que d’autres se développent
dans la portion proximale de la membrane interosseuse et altérent les capacités de prono-supination.
Plusieurs auteurs ont tenté d’expliquer cette localisation préférentielle des POA au coude chez les
grands brulés. Certains suggérent que la position prolongée en décubitus dorsal chez des patients
immobiles, bras en extension et avant-bras en supination provoque un hyper-appui sur la zone
postérieure du coude ou peut ensuite se développer les POA [55]. Pour Levi et coll. c’est la
compression du nerf ulnaire par cette méme installation dans le lit qui induirait des mécanismes de
neuro-inflammation conduisant a la formation de POA dans cette zone [56]. Plus simplement, on peut
aussi suggérer que les patients sont plus fréquemment brulés aux membres supérieurs expliquant la

localisation préférentielle des POA au coude.
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Antérieur Antéro-interne Postérieur Circonférentiel

Figure 6. Différentes localisations de POA autour de la hanche sur des radiographies.

Antérieur : base d’'implantation proximale sur les épines iliaques antéro-supérieure et inférieure, face
interne de la fosse iliaque et partie externe de la branche ilio pubienne, base d’implantation distale sur
la face antérieure de l'extrémité supérieure du fémur, englobe en général le petit trochanter jusqu'a sa
face postérieure; Antéro-interne : base d'implantation proximale sur la branche ilio-pubienne,
implantation distale sur la face médiale de I'extrémité supérieure du fémur, englobe le petit trochanter
et peut descendre sur la diaphyse fémorale; Postérieure : base d’'implantation proximale sur la
tubérosité ischiatique, s'étend le plus souvent d’arriere en avant, recouvrant la moitié de la face
supérieure du col, base d'implantation distale sur le bord postérieur du grand trochanter ; Externe :
base d'implantation proximale sur la créte iliaque, au sein des muscles fessiers, base d’'implantation

distale sur le petit trochanter ; Circonférentiel : association des localisations précédentes.

Dans les séries concernant les POAN, c’est la hanche qui arrive en premiere position avec 60% des
localisations, suivi par le coude (20%) puis le genou (15%) et enfin I'épaule (5%) [17,57-59]. Le
diagnostic de POA au genou ou a I'épaule est généralement tardif sauf s’il existe une fracture associée
[20]. Le développement des POAN se fait généralement en zone paralysée et donc de fagon paradoxale,
en milieu de perte osseuse [60]. Cependant, il existe, comme chez les brulés, des POAN se formant a
distance des zones déficitaires et qui sont souvent contemporaines d'un traumatisme local associé [58].
Les patients apres traumatisme cranien présentent en moyenne 2 a 3 POAN, alors que la moitié des
blessés médullaires (BM) traumatiques développent au moins 2 POAN [61,62]. Les POAN de hanches
sont tout aussi fréquents chez les TC que les BM mais aussi aprés accident vasculaire cérébral (AVC).
De fagon intéressante, une étude récente de Grelier et coll. rapporte une spécificité de la localisation
autour de l'articulation de la hanche en fonction de I'étiologie neurologique (non publié). Ainsi, la
disposition antéro-interne semble étre plus fréquente chez les cérébrolésés (AVC et TC) alors que les
BM ont une localisation plutot antérieure (Figure 6). Enfin, la localisation postérieure est d’avantage
rencontrée chez les TC. Comme pour le coude, la localisation postérieure de POAN de hanche peut
entrainer une compression nerveuse périphérique. Dans une cohorte de 116 patients ayant bénéficié
d’une résection de POAN postérieurs de hanche, nous avions observé que la moitié d’entre eux avait
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également nécessité une neurolyse chirurgicale du nerf ischiatique, soulignant le caractere largement
sous-diagnostiqué de cette complication [63]. Les différentes localisations des POAN autour de la
hanche pourraient s’expliquer par les variations de contraintes mécaniques qui s’exercent autour de
I'articulation. En effet, les patients cérébrolésés apres avoir passé un long moment en décubitus dorsal
lors de leur séjour en service de soins aigus, récuperent généralement des capacités motrices et
fonctionnelles, de verticalisation voire de marche, alors que les patients BM sont trés rapidement
installés au fauteuil. La chirurgie d’exérese étant dirigée vers les POAN fonctionnellement génants, une
autre hypothése consiste a penser que le site de résection des POAN est différent selon que le patient
soit cérébrolésé ou BM. Les BM ont pour objectifs d’étre installés correctement au fauteuil et
d’effectuer leurs transferts en sécurité. On comprend logiquement qu'un POAN de localisation
antérieure alteére les capacités fonctionnelles de ces patients. Quant aux patients cérébrolésés, les
POAN responsables de raideur articulaire ou comprimant le nerf ischiatique seront réséqués de fagon
a permettre la verticalisation ou la marche. D’aprés Garland et coll, 'hypertonie spastique pourrait
également jouer un role dans la localisation préférentielle des POAN autour des articulations [64]. Ils
ont émis 'hypothese que l'emplacement exact des POAN par rapport au coude dépendrait de la
présence de spasticité des muscles fléchisseurs ou extenseurs de coude. Une spasticité des fléchisseurs
entrainerait, selon eux, une localisation antérieure des POAN, alors qu'une spasticité du triceps

favoriserait les localisations postérieures [64].

La disposition des POA autour du genou se fait généralement au contact du ligament collatéral interne
(LLI). Une fois de plus, cette localisation est majoritairement prise en charge en cas de géne
importante. De par son développement au contact du LLI, la POA empéche son glissement le long du
condyle fémoral interne lors du mouvement de flexion, ne permettant pas toujours une amplitude
articulaire satisfaisante et est parfois source de douleur (voir Chapitre 4). Il existe également des POA

se développant en arriére du genou, dans le creux poplité.

Concernant I'épaule, les POAN se localisent généralement au-dessus de I'articulation gléno-humérale.
L’épaule comme le genou sont des localisations moins opérées car moins génante et donc
généralement diagnostiqué tardivement. En effet, le développement de POA autour du complexe de

I'épaule comme du genou permet souvent de conserver des amplitudes articulaires fonctionnelles.

3.1.2 Symptémes cliniques

Les premiers symptomes cliniques de POA apparaissent entre 15 jours et 3 mois suivant la déclaration
de la pathologie initiale [5,6,10,65]. A la phase précoce, ils correspondent aux signes inflammatoires
locaux : érytheme, augmentation de la chaleur locale, tuméfaction [5,6,17]. La douleur est la premiére
manifestation clinique chez les patients ayant conservé la sensibilité [60,66]. On peut également

constater l'apparition d'une raideur articulaire [10,20]. Les patients présentent parfois des signes
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inflammatoires généraux tel qu'un fébricule ou un syndrome inflammatoire biologique. A ce stade, les
symptémes sont peu spécifiques et peuvent mimer un tableau infectieux (cellulite, ostéomyélite,
arthrite) ou bien inflammatoire (syndrome douloureux régional complexe, masse tumorale,
thrombose veineuse profonde). Les examens complémentaires effectués cherchent en premier lieu, a
éliminer d’autres pathologies graves et urgentes chez des patients fragilisés, présentant parfois un
pronostic vital engagé. En effet, la priorité chez les patients qu'ils soient brulés, amputés, neurolésés
ou en réanimation est aux soins d’urgence fonctionnelle mais aussi vitale, ce qui differe logiquement le
diagnostic de POA. De plus, la mauvaise corrélation radio-clinique, ne permet pas toujours de faire un

diagnostic précoce.

Aprés 3 a 6 mois d’évolution, les signes inflammatoires font place a des symptomes mécaniques :
douleur, raideur articulaire pouvant évoluer jusqu’a I'ankylose [5,6,10,17,67]. La tuméfaction initiale
laisse place a un cedéme induré, une masse peut parfois étre palpée [68]. Dans le cadre des POAN,
I'ankylose surviendrait chez environ 15% des patients dans les suites d'une atteinte du SNC [61,64,66].
C’est réguliérement a un stade avancé ou surviennent des complications et lorsque le retentissement
fonctionnel est important que le diagnostic de POA est confirmé. L’évolution de la POA peut donner
lieu a des compressions artérielles, veineuses ou encore, des troncs nerveux périphériques comme
évoqué pour le nerf ulnaire au coude et le nerfischiatique a la hanche [10,67,69].

Concernant les compressions veineuses, I',edéme inflammatoire provoqué initialement par le
développement d’'une POA peut étre responsable d'un effet de masse sur les vaisseaux. De méme, a un
stade plus évolué de maturation, les volumineux POA peuvent refouler les structures vasculaires, a
'origine d’'une compression dynamique par collapsus veineux, lors des mouvements du patient [70].
Ces phénomenes peuvent entrainer un cedéme et une hyperhémie du membre sous-jacent. Dans 5%
des cas, ce sont des manifestations thromboemboliques qui révélent les POA [70]. Perkash et coll
expliquent que les thromboses veineuses peuvent étre potentialisée par un état d’hypercoagulabilité
présent a la phase aigiie du développement des POA [71]. Une fois cette phase passée, les facteurs de
coagulation diminuent progressivement puis finissent par se normaliser [71]. Une imagerie vasculaire
pourra dans ce cas, mettre en évidence des signes de compressions. Les compressions artérielles sont

exceptionnelles grace a leurs parois moins déformables.

Les escarres secondaires a la présence de POA sont rares. IIs peuvent entrainer des zones d’hyper-
appuis, soit par contact direct entre la POA et les tissus mous, soit par I'intermédiaire d’'une position

vicieuse articulaire entrainant des points d’hyper-appuis lors de I'installation au lit ou au fauteuil [20].

Les POA peuvent continuer leur évolution jusqu’a 1 an suivant le début de la pathologie initiale [20].
Leur taille finit ensuite par se stabiliser. Cependant, la découverte de cette complication est parfois

plus tardive. La présence de POA, nous l'avons vu, peut entrainer des symptomes et des sur-
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complications qui vont venir s’additionner au tableau initial et a terme, entacher la rééducation et
retarder la récupération clinique et fonctionnelle. Il est donc recommandé de faire le diagnostic le plus

précocement possible et ce, avant la survenue de complications [63,72].

3.1.3 Signes radiologiques

Comme nous venons de le voir, les symptomes cliniques de POA permettent de suspecter le diagnostic.
Toutefois, seul les examens d’imagerie permettront de confirmer la présence de POA et d’en
déterminer les caractéristiques (taille, localisation, rapport avec les autres structures anatomiques).
L’apparition des POA est parfois tres silencieuse ou peut étre masquée par la gravité des pathologies
associées, ce qui conduit a des difficultés diagnostiques [60]. Dans ces situations, la découverte de POA
est parfois fortuite. C’est ce qui explique, d’ailleurs, que la prévalence radiologique soit supérieure a la

prévalence clinique.

Les radiographies standard sont réalisées en premiére intention. Les déformations orthopédiques
observées apres lésion neurologique centrale sont principalement musculo-tendineuses. Cependant,
devant une limitation de mobilité articulaire, il faut savoir éliminer une cause «articulaire» dont la
présence d'une POA [73]. Il aidera également a écarter un diagnostic différentiel, par exemple, une
fracture passée initialement inapercue.

Les POA se manifestent sous forme d’opacités péri-articulaires et sont rarement visibles avant la
troisieme semaine de développement [20]. Généralement, elles apparaissent entre 7 et 9 semaines
suivant la 1ésion initiale. Parfois, on peut deviner un cedéme des parties molles avant I'apparition
d’ossifications. La réalisation de nouvelles radiographies a distance est souvent nécessaire pour mettre
en évidence cette complication (figure 7) [74].

Typiquement, les symptomes précédent 'apparition de signes radiologiques. On dit qu’il y a a la phase
initiale de développement de POA, une mauvaise corrélation radio-clinique. Nous allons voir qu'’il

existe des imageries a privilégier en fonction du stade de maturation des POA.

1 mois 3 mois 12 mois

Figure 7. Evolution radiologique sur radiographie standard, de POA de hanche au cours du
temps.

A 1 mois, la POA n’est pas visible. A 3 mois, POA en cours de constitution, correspondant a des opacités
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floconneuses péri-articulaires visibles autour de la hanche. A 12 mois, POA bien constituée,

correspondant a une opacité osseuse péri-articulaire de hanche.

Face a une forte suspicion clinique et des radiographies normales, le choix de I'examen réalisé va
essentiellement dépendre de son accessibilité. En effet, on préférera généralement I'échographie qui
est plus facilement réalisable, accessible, moins irradiante et peu coliteuse chez des patients encore
hospitalisés pour des soins aigus, agités, confus ou inconfortables [75,76]. L’inconvénient de
I’échographie est qu'il est opérateur dépendant et donc a ce stade, les opérateurs sont généralement
capables d’écarter un diagnostic différentiel (fracture, phlébite) mais pas toujours de faire un
diagnostic de POA avec certitude [77]. Amar et coll. rapportent une bonne sensibilité et spécificité de
I'échographie pour le diagnostic de POA dés 15 jours post implantation de PTH [76]. Les signes
échographiques apparaitraient 10 a 15 jours avant les opacités visibles sur les radios standards [76].
Les images visibles a la phase initiale sont un cedéme intramusculaire, une augmentation du signal
doppler témoignant d’'une hypervascularisation [75,76]. Perovsky et coll. sont plus contrastés quant a
l'utilisation de I'échographie. Si cet outil permet de faire un diagnostic précoce, il ne permet pas de
suivre I'évolution des POA et distinguer les différentes phases de maturation des POA [77].

Une IRM pourrait étre proposée pour un diagnostic précoce mais pose le probléme de délais
d’obtention de I'examen, du temps de réalisation et des difficultés d’accessibilité chez des patients
encore en cours de soins intensifs ou présentant des contre-indications a '’examen. L’IRM est capable
de déceler des anomalies de signal en rapport avec la formation des POA dés le 2¢me jour suivant
I'apparition des symptomes [78]. Les séquence STIR permettent de visualiser trés précocement des
images caractéristiques évoquant le diagnostic de POA : un cedeme interstitiel, un épaississement des
tissus conjonctifs intramusculaires, un épanchement articulaire et un aspect en dentelle du muscle
[20,78].

La tomodensitométrie permet de faire le diagnostic dans les deux semaines suivant I'apparition des
symptémes et donc avant la radiographie [20]. Lorsqu’elle est couplée a une injection de produit de
contraste, c’est aussi 'examen de choix pour évaluer les risques opératoires et les rapports
anatomiques des POA avant la chirurgie. En effet, elle apporte des informations concernant la densité
osseuse et la qualité de I'articulation sous-jacente a la POA [72,79], mais aussi sur les rapports entre
POA et les structures vasculaires adjacentes, aprés reconstruction des acquisitions en 3 dimensions.
Tous ces éléments permettront au chirurgien de choisir la voie d’abord idéale pour I'exéreése de la
POAN [79,80].

La scintigraphie osseuse au technétium Tc-99m avait été proposée il y a plusieurs années comme une
méthode de détection précoce et de suivi de maturation de POA avant chirurgie [81]. Nous savons
aujourd’hui qu’il n’est plus raisonnable de proposer cet examen devant un nombre important de faux
positifs en phase initiale de développement de POA. Ceci peut s’expliquer par la présence, chez les
patients susceptibles de développer des POA, de nombreux foyers d'inflammation ou d’'infections en

lien avec la pathologie initiale [77]. Par ailleurs, Genét et coll. ont montré qu’'une chirurgie précoce
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peut étre proposée des la premiere année d’évolution sans risquer d’augmenter le risque de récidive
[57], permettant ainsi d’éviter I'évolution vers l'ankylose et la survenue de complications (Iésions
intra-articulaires, déminéralisation osseuse avec risque fracturaire peropératoire) [72]. Cependant,
lorsque la scintigraphie est couplée au scanner (SPECT-CT), la spécificité augmente et permet de faire
un diagnostic de certitude [82].

Un nouveau systeme d'imagerie par radiations proches des infrarouges (NIR) a été utilisé par I'équipe
de Perosky et coll. Ils ont montré sur un modéle murin, la capacité de cet outil a détecter les POA de
facon précise et constante. Ce systéme par radiation proche des infrarouges peut également assurer
par la suite, un suivi de la croissance des ossifications ectopiques [77].

De facon similaire a la technique précédente, la spectrométrie RAMAN a été étudiée chez I'animal puis
chez I'homme, pour diagnostiquer les POA de fagon précoce et non invasive, avec des résultats assez

prometteurs [83].

3.1.4 Paramétres biologiques

Plusieurs parametres biologiques ont été étudiés pour aider au diagnostic ou dans le suivi de la
maturation des POA.

Le taux de phosphatase alcaline (PAL) sérique est augmenté au cours de I'ostéogéneése. Il est logique de
penser que son dosage pourrait aider au dépistage précoce de développement de POA. Cependant, son
augmentation n’est ni constante, ni spécifique et n’apporte aucune précision sur la maturité des POAN
[20,67,84].

D’autres marqueurs ont été étudiés tels que la prostaglandine E2 (PGE2), Créatine Phospho-kinase,
'excrétion d’ hydroxyproline urinaire sur les urines des 24 heures, de glycoprotéines [10,62].

Aucun marqueur biologique n’a, a ce jour, été identifié comme contribuant au diagnostic de POA ou
permettant de déceler les patients a risque [6].

Ces dosages n’ont par conséquent aucune indication en pratique clinique actuellement.

3.1.5 Méthodes de préventions

a) Prise en charge adéquate des facteurs de risque

La prévention primaire consiste, tout d’abord, en la prise en charge adéquate des facteurs de risque
(admission en centre spécialisé et mobilisation passive précoce) et des facteurs confondant (escarres,
retard de cicatrisation des plaies, infections, thromboses veineuses profondes) dans le but de réduire

I'incidence des POA et ce, quel que soit leur étiologie [75,83].

b) La mobilisation articulaire

Le bénéfice de I'entretien des amplitudes articulaires chez les patients présentant des POA est assez
controversé. Certains auteurs dénoncent la mobilisation, notamment lorsqu’elle est trop précoce et

intensive, comme favorisant la formation de POA par la création de microtraumatismes et
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d’hémorragies [67,85]. Toutefois, la majorité des études s’accordent a dire que la thérapie physique
contribue a préserver les amplitudes articulaires et a entretenir une meilleure fonction [17,67]. Elle
implique généralement la mobilisation articulaire active et passive, des mouvements contre résistance,
associés a des étirements [67].

Cette confusion serait liée a la temporalité et a I'intensité de I'application des mobilisations articulaires.
Pour étayer ces hypotheses, Izumi et Michelsson ont pratiqué, en 1983, une alternance
d’'immobilisation sous platre et de mobilisation articulaire intense sur une patte arriere de rat [86,87].
En 1992, Daud et al. ont comparé 2 populations de patients BM, selon qu'ils aient débuté la thérapie
physique avant ou apreés 7 jours suivant leur accident neurologique [88]. Ces données de la littérature
révelent trois éléments majeurs : 1) c’est la mobilisation suivant la phase d'immobilisation qui parait
favoriser le développement ultérieur de POA, 2) plus la phase d'immobilisation initiale est longue et
plus le risque de développer une POA est grand et 3) une mobilisation intensive (vs douce) parait
aggraver le développement de POA, surtout lorsqu’elle est démarrée tardivement, c’est-a-dire, lorsque

les processus de développement de POA sont enclenchés.

c) Les anti-inflammatoires non stéroidiens

L'utilisation des AINS est généralement acceptée en prévention primaire des POA survenant dans les
suites d'un traumatisme orthopédique [81-83,90]. Le principe d’action repose sur l'inhibition des
prostaglandines, cytokines pro-inflammatoires connues pour contribuer a la formation osseuse et
donc des POA [40].

L’utilisation d’indométacine, un inhibiteur non sélectif de la cyclo-oxygénase (COX-1), suivant
I'implantation de PTH a été largement étudiée [81,88,94]. Le traitement par indométacine a été
administré a différentes doses selon les études, 75 mg 2 fois par jour ou 25 mg 3 fois par jour, avec des
résultats similaires sur la prévention des POA [13,81]. De méme, différentes durées de traitement ont
été comparé, entre 1 et 6 semaines en post-opératoire. L’administration d’'un traitement bien conduit
pendant 7 jours parait étre aussi efficace qu'une administration prolongée d’AINS [94] et permet par la
méme occasion de limiter I'inobservance et les effets indésirables (saignements digestifs, retard de
cicatrisation cutanée, pseudarthrose). D’autres AINS non sélectifs tel que I'ibuproféne et le diclofénac
ont également été décrits comme efficaces dans la prévention de POA aprés implantation de PTH [95].
Les inhibiteurs sélectifs de la cyclo-oxygénase 2 (COX2) sont a considérer car réduisent le risque
d’effets indésirables liés aux inhibiteurs non-sélectifs de COX (indométacine, ibuproféne, diclofenac...).
Zhu et collaborateurs ont répertoriés 8 études démontrant que 'utilisation d’inhibiteurs sélectifs de la
COX2 était aussi efficace sur la prévention de POA que I'utilisation d’inhibiteurs non-sélectifs des COX,
tout en limitant les saignements digestifs et la mauvaise observance liés aux complications des
inhibiteurs des COXs [96].

Contrairement aux PTH, 'administration d’AINS dans le cadre des fractures de I'extrémité supérieure

du fémur et acétabulaires ostéosynthésées, n'a pas fait la preuve de son efficacité en terme de
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réduction de survenue des POA. Trois essais cliniques, controlés, menés par 3 équipes différentes ont
retrouvé des conclusions similaires [97-99]. De plus, dans leur étude, Sagi et coll. ont rapporté un taux
élevé de pseudarthrose dans le groupe traité par indométacine 6 semaines, lorsqu’il était comparé au
groupe placebo (62% versus 19%, respectivement) [99]. Des résultats similaires étaient retrouvés par
Burd et coll. qui constataient une grande proportion de pseudarthrose aprés fracture des os long, chez
les sujets présentant une fracture acétabulaire et traités par AINS [100].

Concernant la prévention des POA apres arthroscopie, I'administration d’AINS semble réduire la
prévalence radiologique des POA. La prévention médicamenteuse est préférentiellement prescrite en

présence de facteurs de risque [82].

L’'indométacine semble également étre efficace en prévention primaire aprés des lésions médullaires
[89-91].

Banovac et coll. ont mené un essai clinique contro6lé, randomisée, en double aveugle, chez des patients
avec des lésions médullaires récentes [89]. Le groupe 1 recevait de I'indométacine 75 mg / jour alors
que le groupe 2 a regu un placebo. Les deux groupes ont été traités pendant 3 semaines. Une POAN a
été mise en évidence chez 25 % des patients du groupe AINS et pour 65% des patients du groupe
placebo. Par ailleurs, la formation osseuse était significativement plus tardive dans le groupe AINS
(12,5%) par comparaison au groupe placebo (41%). L’apparition de signes inflammatoires
(gonflement, rougeur et fiévre) étaient retardés dans le groupe AINS (31,7 +/- 7 jours contre 19,2 +/-
11 jours dans le groupe placebo) [92]. Dans une autre étude, les mémes auteurs montrait qu'un
inhibiteur sélectif de la COX2, le Rofecoxib 25mg/jour administré pendant 4 semaines, permettait de
réduire de moitié le risque de développer une POAN, comparativement au groupe placebo [93]. Dans
une étude trés récente, Zakrasek et coll. soulignaient I'importance de poursuivre le traitement par
AINS plus de 15 jours sous peine de réduire l'effet prophylactique des AINS chez les BM [90].

Bien que certaines institutions recommandent la prescription d’AINS 4 semaines (indométacine 75 mg
LP/jour ou 25 mg 3/jour, ou celecoxib 200 mg/jour) dans le cadre de la prévention de POAN dans les

suites d'une lésion médullaire, il n’existe pas de consensus clair a 'heure actuelle [90].

Le bénéfice des AINS est plus discutable dans la prévention primaire des POA apres traumatisme
cranien, briilures et amputations. D'une part, ils ont été peu étudié, rendant difficile de garantir un
bénéfice de leur utilisation dans cette indication. D’autre part, les AINS sont d'une maniére générale
peu utilisés a cause des contre-indications chez ces patients combinant des risques d’infections
cutanées, de pseudarthroses de foyers de fractures (études précliniques) et de saignements, du fait de

leur pathologie initiale [6,8,91].

d) Laradiothérapie

La radiothérapie est proposée dans le but de stopper la prolifération et la différenciation cellulaire des
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cellules ostéoprogénitrices [94]. C’est pourquoi elle doit logiquement étre administrée le plus tot
possible.

Dans les fractures acétabulaires, la radiothérapie a dose unique de 700 a 800 cGy, dans les 72 heures
apres chirurgie, a démontré une efficacité similaire a I'indométacine en terme de prévention des POA
dans plusieurs essais cliniques [89,100]. Blokhuis et Frolke ont publié en 2009 une revue de la
littérature répertoriant 5 études qui comparaient la radiothérapie a I'indométacine en prévention des
POA apres ostéosynthése de fractures acétabulaires. Ils retrouvaient un bénéfice significatif de la
radiothérapie par rapport a l'indométacine en se basant sur l'incidence des POA génantes
cliniquement (3% pour la radiothérapie contre 9% pour I'indométacine avec p=0.034) [101]. Bien qu'’il
n'y ait pas eu d’étude comparative, Piatek et coll. ont suggéré un bénéfice plus important d'une
bithérapie par indométacine et radiothérapie par comparaison a des cohortes historiques qui
utilisaient une monothérapie par indométacine ou radiothérapie en traitement préventif de POA apreés
fracture acétabulaire [102]. Par manque de preuve en terme d’efficacité sur la prévention de POA
apres fracture acétabulaire, un traitement par bithérapie ne peut étre recommandé a I'heure actuelle.
Concernant la radiothérapie dans la prévention de POA apres implantation de PTH, les études sont
nombreuses et les recommandations assez claires [103]. Actuellement, la dose la plus largement
prescrite est de 700 cGy en administration unique qui fait aussi bien que les administrations itératives
et a des doses supérieures [104]. Le facteur le plus important dans la prophylaxie est le délai de la
séance de radiothérapie par rapport a la chirurgie [103]. Dans leur étude, Seegenschmiedt et coll.
concluaient que la radiothérapie doit avoir lieu dans les 8 heures avant la chirurgie ou dans les 72
heures suivant I'intervention pour étre efficace [105].

La radiothérapie a été peu étudiée en prévention primaire dans les autres pathologies, elle ne
constitue donc pas un traitement établi pour la prévention des autres causes de POA [6,91]. Elle est
plus souvent administrée en prévention secondaire, sans toutefois avoir fait la preuve de son efficacité.
Sautter-Bihl a traité 70 articulations dont 58 en prévention primaire (groupe 1), des les premiers
signes cliniques évoquant la survenue de POAN, et 12 aprés chirurgie afin d’éviter une récidive
(groupe 2). La dose administrée était de 10 Gy en une fois. Dans le groupe 1, aucune progression n’a
été constatée pour 71% des articulations irradiées, sur une période de suivi de 11 mois [95]. Dans le
groupe 2, aucune récidive n’a été constatée chez 73% des patients. Cette étude montrait a la fois
qu'une radiothérapie administrée rapidement apres la 1ésion neurologique prévenait I'apparition de
POANSs mais aussi des récidives lorsqu’elle était pratiquée apres la chirurgie. Cipriano et coll., dans une
étude cas-témoins, se sont intéressés aux effets d'une prophylaxie par radiothérapie chez des patients
présentant des POAN suite a une lésion neurologique [96]. Comme pour les POA des traumatismes
orthopédiques, la dose standard de radiothérapie était de 700 cGy. Les auteurs n’ont pas noté de
diminution du taux de récidive, au contraire, le taux de récidive de POAN était supérieur dans le
groupe traité (15%), que dans le groupe contréle (5.1%), nécessitant une révision du protocole de

I'étude. La conclusion de cette étude cas-témoins était en défaveur de la radiothérapie pour la
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prévention des récidives de POAN aprés leur résection chirurgicale chez les patients a haut risque. Un
travail récent de Honoré et coll, confirme que la radiothérapie n’est pas un bon traitement de
prévention secondaire, de plus, il augmente d’un facteur 5 le taux d'infection post-opératoire chez les
patients BM (non publié).

En terme de sécurité, il n’a pas été décrit de pseudarthrose suite a I'utilisation de radiothérapie [81].
Sheybanietal et coll. n'ont montré aucune élévation du risque cancéreux dans une cohorte de 3500
patients ayant bénéficié d’'un traitement préventif par radiothérapie aprés implantation de PTH [106].
Toutefois, il a été décrit des effets aigus de radio-toxicité, majoritairement dans la période
postopératoire. Ces effets sont non spécifiques de la radiothérapie et peuvent induire ou majorer un
défaut de cicatrisation, aggraver l'inflammation locale, un hématome et favoriser une infection
postopératoire. D’autre part, il existe des effets indésirables a moyen et long terme et notamment les
effets sur la fertilité [97,98]. Patel et coll. recommandent l'utilisation de protege testicules chez les
hommes de facon a limiter les effets néfastes sur la spermatogénese [98].

Certains auteurs ont souligné le coiit élevé de la radiothérapie en comparaison aux AINS et les
difficultés d’acces notamment dans un contexte post-opératoire, imposant une surveillance clinique

renforcée, la présence de redons et les pansements qui compliquent le transport [81].

e) Les biphosphonates
De nombreuses études se sont intéressées a l'effet d’'un traitement par biphosphonates sur I'évolution
de POA de découverte récente. Les biphosphonates de premiere génération, comme I'étidronate
disodium, ont une action anti-résorption osseuse induisant 'apoptose des ostéoclastes par I'inhibition
de la formation de cristaux d’hydroxyapatites. Ils pourraient donc logiquement stopper la progression
des POA [99]. Certaines études ont démontré que les biphosphonates sont efficaces sur la prophylaxie
des POA se développant apres lésion médullaire ou traumatisme cranien [91]. Dans une revue de la
littérature datant de 2011, Teasell et coll. ont répertorié 6 études concernant l'utilisation de
biphosphonates chez des patients BM [100]. Ils concluaient que I’étidronate administré a la dose de
10mg/kg/jour pendant 6 mois, était efficace sur la prévention des POA. En revanche, I'étidronate
n’avait aucune efficacité lorsque le traitement était débuté tardivement alors que les POA étaient déja
visibles sur les radiographies [100]. Une autre revue plus ancienne s’est intéressée a l'effet de
I'étidronate aux mémes doses dans une population de TC. Le groupe traité a présenté des POA dans 20%
des cas, contre 70% dans le groupe contrdle, concluant a une bonne efficacité de ce traitement dans la
prévention primaire des POA chez les patients TC [101]. Finerman et coll, retrouvaient des résultats
similaires chez des patients ayant bénéficiés d’'une implantation de PTH avec seulement 19% de POA
symptomatiques dans le groupe traité par étidronate [102]. Cependant, il existe quelques contre-
indications (fractures...) ne permettant pas toujours la prescription précoce de ce traitement dans les
populations de patients a risque de développer des POA [67]. Certains auteurs suggérent que

'étidronate a un « effet suspensif ». Il agirait en retardant la minéralisation des POA plut6t que de
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I'empécher de facon définitive [103-105]. Ce traitement semble étre efficace dans la mesure ou il est
maintenu. La minéralisation reprend a l'arrét du traitement dans de nombreux cas, annulant ainsi
I'avantage. Dans une population de grand brulés, Shafer et coll. ont non seulement montré une
inefficacité de I'étidronate en prévention primaire de la survenue de POA, mais en plus, il retrouvaient
une augmentation du taux de patients avec POA dans le groupe traité (46.4%) contre 13.8% dans le

groupe non traité [99].

f) Les autres thérapeutiques

En plus des traitements médicamenteux précédents, la recherche a été menée sur les effets de la
Méthylprednisolone, la Warfarine, la Calcitonine et du Vérapamil dans le développement de POA
[67,100]. A I'heure actuelle, aucune de ces thérapeutiques n’a fait la preuve de son efficacité chez I'étre

humain.

Au total, la littérature s’accorde a dire que la prescription d’AINS en I'absence de contre-indications et
de fractures des os longs, doit se faire en premiére intention en prévention de POA suite a une fracture
acétabulaire ostéosynthésée, implantation de PTH et lésion médullaire traumatique. Un choix
préférentiel devrait se porter sur les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 afin de limiter les effets
indésirables liés au traitement [81,90]. En seconde intention, il faudrait préférer I'administration d’'une
dose unique de radiothérapie 700-800 cGy dans les 72 heures suivant la chirurgie ou 'apparition des
premiers symptémes en assurant une protection des parties génitales [81,90,103]. Une combinaison

de différents traitements (AINS et mobilisation articulaire) s’est parfois révélée efficace [91,94].

3.1.6 Exérese chirurgicale, seul traitement curatif
Comme nous venons de le voir, certains traitements préventifs ont également été testés comme
potentiels traitements curatifs. Toutefois, leur effet reste limité et le seul traitement efficace une fois la

POA installée reste la chirurgie d’exéréese [17,73].

La prise en charge chirurgicale concerne les POA génantes, symptomatiques ou compliquées.

L’'exérese de POAN sera urgente en cas de compression vasculaire. Des complications
thromboemboliques peuvent survenir s'’il existe une compression veineuse [69]. Plus rarement, des
signes d’ischémie chronique évoqueront une souffrance artérielle.

- La prise en charge devra également étre rapide devant des signes de souffrance neurologique
périphérique. Cette complication est fréquemment rencontrée au coude, lorsque la POA se développe
dans sa partie postéro-interne induisant une souffrance du nerf ulnaire notamment chez le traumatisé
cranien ou le grand brulé [6,17,69]. Une compression du nerf ischiatique doit également étre
recherchée devant une POA postérieure de hanche. Dans une étude précédente, nous avions montré

que 47% des patients ayant été opérés pour POAN postérieures de hanche avaient également bénéficié
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d’une neurolyse du nerf ischiatique (Figure 8) [63]. Parmi ces patients, seulement 22% présentaient
une symptomatologie clinique. On peut expliquer ce phénomeéne par la présence de troubles de la
sensibilité ou I'impossibilité de certains patients a exprimer la douleur (aphasie, troubles cognitifs).
Les électromyogrammes, lorsque réalisés, ne montraient des anomalies que dans la moitié des cas et
ne permettaient donc pas de déceler certains patients avec souffrance du nerf ischiatique. En revanche,
100% des angioscanners réalisés mettaient en évidence un rapport trés étroit, voire un
encloisennement du nerf ischiatique au sein de la POA. Nous avions finalement conclu que cette
complication était largement sous-diagnostiquée et qu’'un angioscanner montrant un rapport trés
étroit entre nerf et POA associé a un examen clinique contributif étaient suffisants a poser une
indication opératoire. L'EMG ne nous paraissait pas nécessaire devant la difficulté d’acces, de

réalisation et le grand nombre de faux négatifs dans notre étude.

- Une limitation progressive des amplitudes articulaires retentissant sur l'installation au lit ou au
fauteuil, sur les transferts, les déplacements, I'utilisation d’aides techniques mais aussi ayant un

retentissement sur ’hygiéne (acces au périnée, macération) devra faire envisager une chirurgie [67].

- La présence de douleurs non contr6lées par un traitement médicamenteux optimal et bien mené
conduira a I'ablation de la POA. Elle est souvent difficile a prendre en charge a la phase aigiie chez des
patients fragiles ayant de nombreux facteurs de comorbidités et susceptibles aux effets secondaires
(AINS, morphiniques...). Il a été montré que ces douleurs sont parfois sources de grand inconfort
notamment chez des patients présentant des troubles de la communication. Elles sont alors un frein a
la récupération physique et surtout des fonctions supérieures. Il a été montré par Denys et coll. qu'un

soulagement de ces douleurs permet une amélioration des performances cognitives [106].

- Il peut exister un risque cutané tel que 'apparition d’escarres en regard de zones d’hyper appuis
causées par une position vicieuse ou encore une macération des plis motivant un geste chirurgical

[91,100].

Ces éléments, dont la réduction des amplitudes articulaires au premier plan, concourent a une
restriction d’autonomie dans les activités de la vie quotidienne (habillage, toilette, alimentation...) et
entravent la rééducation. Ils ont également un retentissement psychologique important car ils

conduisent a une restriction des activités et un accroissement de la dépendance [107].
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Nerf ischiatique

Figure 8. Chirurgie de neurolyse du nerf ischiatique lors d’'une ablation d’'une POAN postérieure

de hanche.

Les objectifs de la chirurgie sont discutés pendant une consultation médico-chirurgicale réunissant
des chirurgiens orthopédistes, des médecins de Médecine Physique et de Réadaptation, le patient et sa
famille ou ses aidants [108]. Les thérapeutes doivent tenir compte de la géne du patient, de son état
neurologique et psychologique, de ses capacités fonctionnelles réelles et du bénéfice que peut
apporter la chirurgie [20]. On devra évidemment tenir compte des comorbidités de la technique
chirurgicale et des possibilités de prise en charge post-opératoire.

Dans certains cas, I'exérése ne sera que partielle (fragilité de la téte fémorale, risque de lésion
vasculaire...) ou bien, I'abstention thérapeutique sera retenue (objectifs de la chirurgie peu clairs,

contre-indication a la chirurgie, risque d’aggraver la dépendance).

Un angioscanner avec reconstruction en trois-dimensions sera réalisé avant toute chirurgie dans le but
de déterminer les rapports anatomiques de la POAN avec les structures avoisinantes, I'état osseux et
articulaire. Un geste associé a I'ablation de la POAN sera parfois nécessaire (neurolyse, libération
vasculaire, pose d'une prothése totale de hanche, ténotomie) [20,108].

Une étude récente préconise la prise en charge précoce des POAN, dés que les facteurs de
comorbidités sont maitrisés et que la POAN est assez constituée pour permettre au chirurgien de
trouver un plan de clivage [72].

La prise en charge chirurgicale tardive peut conduire au développement d’'une perte osseuse majeure
des tétes fémorales entrainant un risque de fracture per ou post-opératoire lors de la reprise de la
rééducation [72]. Des lésions intra-articulaires vont apparaitre progressivement et évoluer vers la
destruction articulaire. La réduction progressive des amplitudes articulaires peut évoluer jusqu’a
I'ankylose compléte a l'origine de difficultés d’installation au fauteuil ou au lit et de I'apparition

d’escarres [72].
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Une prise en charge précoce permettra en plus de prévenir les complications précédentes, de faciliter
le geste chirurgical (voie d’abord, installation du patient sur la table opératoire), prévenir les
rétractions musculo-tendineuses et capsulo-ligamentaires a l'origine de positions vicieuses souvent
difficiles a prendre en charge, 'amyotrophie et la reprise précoce du programme rééducatif [20].

Les résultats de la littérature chirurgicale s’accordent a dire que le gain d’amplitude articulaire en

post-opératoire est amélioré ainsi que les résultats fonctionnels [109,110].

Les deux principales complications dans les suites de la chirurgie sont I'infection du site opératoire et
la récurrence de la POA.

Les infections sont plus fréquentes chez les patients opérés de POA que pour les autres chirurgies de
hanche. Dans une série publiée par Gatin et coll, 10% des patients opérés pour POAN de hanches ont
présenté une infection post-opératoire. Les infections étaient plus fréquentes chez les patients BM
(22%) que pour les patients cérébrolésés (5%). Ce taux est anormalement élevé lorsqu’on le compare
aux chiffres habituellement constatés en chirurgie programmée de la hanche (environ 1 a 1,5%
d’infection sur implantation d’'une prothése totale de hanche) [111,112]. De fagon surprenante, les
germes retrouvés chez les patients cérébrolésés provenaient le plus souvent de la sphere uro-digestive
alors que les bactéries identifiées chez les patients BM sont des germes de la flore cutanée [112].
Plusieurs hypotheses ont été élaborées. Pour les germes provenant du tube digestif et voies urinaires :
existence d'une fistule digestive ou urinaire communiquant avec I'articulation, translocation
bactérienne lors d’'un stress, infection digestive ou urinaire péri-opératoire. Ces phénomeénes peuvent
exister malgré les antibioprophylaxies peri-opératoires mais semblent rares. Concernant, les germes
cutanés chez les patients BM, une hypothése assez séduisante serait la modification du pH cutané
apres lésion médullaire. Suite a ce travail, Verdaguer et coll. ont effectivement montré que les patients
BM présentaient un pH plus basique et étaient, peut-étre de ce fait, plus sujets a la prolifération d’'une
flore cutanée agressive que les sujets sains (non publié).

Le taux de récurrence est difficile a interpréter car il dépend de la définition utilisée : radiologique ou
clinique. Les récurrences radiologiques de POAN, sans symptémes cliniques, concernent entre 82 et
100% des patients opérés alors que les récurrences cliniques peuvent atteindre 58% des POAN
opérées mais ces chiffres sont issus d’études anciennes [40,113]. Chez une population d’amputés
traumatiques, Potter et coll. n'ont noté aucune récurrence symptomatique [114], alors que Pavey et
coll. comptaient 6,5% de patients ayant nécessité une ré-intervention pour récidive de POA. Ils
soulignaient que les récurrences symptomatiques étaient le plus souvent associées a une exérése
initiale partielle et lorsque la premiére chirurgie était réalisée dans les 180 jours suivant le
traumatisme initial. En revanche, ils ne montraient aucune corrélation entre récurrences et la
présence d'une lésion associée du SNC, 'expérience du chirurgien ou encore la prophylaxie post-
opératoire [115]. Dans une série de 606 chirurgies pour POAN réalisées sur I'hdpital Raymond

Poincaré de Garches, Grelier et coll. retrouvaient un taux de récurrences de 2,8%, intéressant
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principalement les patients traumatisés craniens et les POA localisées autour de la hanche (non
publié). Pendant longtemps, on a considéré qu’'une premiere chirurgie d’exérése sur un os
insuffisamment mature, encourageait la récidive post-opératoire [116]. On sait maintenant que cette
affirmation est erronée. En effet, Genét et coll. ont montré qu’'opérer des POAN précocément, dans la
premiére année suivant 'accident neurologique, ne favorisait pas la récurrence des POA [57,117]. Ils
ont été plus loin en affirmant que la taille de la POA préopératoire, la gravité du déficit cognitif et
moteur des patients opérés et le caractére multi-site de la POA a réséquer, ne sont pas corrélés a la
récidive des POA [57,117-119]. La prévention des récidives n’est absolument pas consensuelle. Elle
repose sur une reprise douce de la rééducation apres une dizaine de jour d'immobilisation, non stricte,
de I'articulation et la prise orale d’AINS pour la méme durée de temps. L’idée en post-opératoire est de
ne pas encourager 'inflammation des tissus et les saignements par la mobilisation trop précoce de
'articulation. L’administration d’AINS, comme en prophylaxie primaire réduirait I'inflammation locale

mais aussi systémique lié a la chirurgie.

3.2 Leurs divergences : prévalence et facteurs de risques

Le retentissement clinique lié a la formation d’ossifications hétérotopiques, est aléatoire selon la
localisation, le volume, I'étiologie des POA et la présence de comorbidités chez un méme individu.
Certaines ossifications sont asymptomatiques et peuvent n’étre jamais diagnostiquées ou bien
découvertes de facon fortuite sur une imagerie. D’autres peuvent entrainer des symptomes voire des

complications, source de sur-handicap [5].

3.2.1 Traumatisme orthopédique

Les POA peuvent apparaitre autour des articulations dans un contexte traumatique local tel qu'une
fracture acétabulaire ou de l'extrémité supérieure du fémur ostéosynthésée, fracture-dislocation du
coude opérée, arthroscopie de hanche et implantation d’'une prothése totale de hanche (PTH)
[17,94,120]. La prévalence des POA s’éléve a 8,6% pour les fractures-dislocations des coudes opérés,
de 1% a 12% pour les arthroscopies de hanche, environ 40% dans les suites d'une fracture
acétabulaire ou de l'extrémité supérieure du fémur et jusqu’a 90% apres l'implantation d’'une PTH
[17,94,120,121]. La prévalence clinique des POA, diagnostiquées sur une symptomatologie génante,
est a dissocier de la prévalence radiologique, souvent bien plus importante. En 1973, Brooker et coll.
ont observé un nombre tres élevé d’ossifications ectopiques sur des clichés radiologiques de routine
réalisés lors de contréle radio-cliniques des patients implantés d’'une PTH [122]. IIs ont également
constaté que trés peu de patients étaient génés par le développement de telles ossifications. IIs ont
alors imaginé une classification radiologique des POA en 4 stades qui a depuis été revisitée par
d’autres équipes mais dont la version originale reste la référence dans les publications (Figure 9)

[122-124].
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Figure 9. Classification de Brooker [122].

Stade |, Tlot osseux dans les parties molles ; Stade II, Eperons osseux s’insérant sur le bassin et la partie
supérieure du fémur, séparés d'une distance > a 1 centimeétre ; Stade III, Eperons osseux s’insérant sur
le bassin et la partie supérieure du fémur, séparés d'une distance < a 1 centimétre ; Stade IV, Fusion
des éperons osseux et ankylose articulaire. Image provenant de l'ouvrage de Kanakaris et
collaborateurs [125].

Les volumineux POA, correspondant aux stades III et IV de la classification radiologique de Brooker,
sont généralement symptomatiques et dans ce cas, leur prévalence est plus faible: 19 a 38% apreés

PTH et 2,7% suite a une ostéosyntheése pour fracture acétabulaire [110,121,126].

Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés dans la formation de POA aprés traumatisme
orthopédique : sexe masculin, antécédent de chirurgie au méme site, long délais entre fracture et geste
d’ostéosynthese, nécroses musculaires locales non débridées [94,120,127,128].

La survenue de POA aprés implantation de PTH, serait favorisée par un temps prolongé de pose de
garrot, I'utilisation d’implants cimentés et certaines voies d’abord chirurgicale [17]. De méme, la voie
d’abord utilisée pour les ostéosyntheses des fractures acétabulaires ou de l'extrémité supérieure du
fémur, a un impact majeur dans la survenue de POA post-opératoire. Dans une revue de la littérature,
Guo et coll. rapportent un taux de POA de 33.3% apreés utilisation de la voie d’abord latérale avec
trochantérotomie, 36.9% par voie postérieure et 42.1% par voie antérieure [129]. L’hypothese serait
que les voies latérale et postérieure permettraient de limiter les risques d’atteinte vasculaire et
d’ostéonécrose de la téte fémorale, contrairement a la voie antérieure.

Les POA se développant aprés fracture-dislocation du coude apparaissent volontiers lors de
l'utilisation de greffe osseuse ou substitut, de fracture associée de I'extrémité inférieure de 'humérus
et de fracture complexe du coude («terrible triad fracture », Monteggia fracture-dislocation) [17].
D’autres facteurs de risque sont en lien avec la gravité du traumatisme initial lorsque les fractures
surviennent dans le cadre d'un polytraumatisme, comme l'admission en réanimation, la durée
d’hospitalisation, la durée de ventilation mécanique, l'association a d’autres fractures, a un
traumatisme cranien et/ou thoraco-abdomino-pelvien [127,128,130].

Lorsqu'’il s’agit de POA survenant aprés arthroscopie de hanche, les facteurs de risque identifiés sont la
résection combinée d’ostéophytes a la fois sur I'acétabulum et le col fémoral et les capsulotomies non

suturées [120].
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3.2.2 Briilures étendues

Les POA dans un contexte de briilures aigues ont été pour la premiere fois décrites en 1957 par
Johnson [131]. L'incidence oscille entre 0,15% et 4,7% selon les études. Il semble que le taux de POA
apres briilure soit en constante augmentation depuis ces dernieres années, probablement expliqué par
une amélioration de la survie chez les brulés graves [16,132]. Il a été constaté que les études au design

prospectif rapportent une incidence plus importante que les études rétrospectives [53,133].

Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés dans le développement de POA aprés brilures. Une
revue exhaustive de la littérature réalisée par Kornhaber et coll, retrouve de fagcon constante la
sévérité des lésions comme étant le facteur le plus fortement corrélé a 'apparition de POA [6,133]. Le
caractére de sévérité des 1ésions est défini par le taux de surface corporelle brulée, briilure de 2¢me et
3éme degré, passage en réanimation et/ou ventilation mécanique et brulure associée des voies
respiratoires [6]. Schneider et coll. ont imaginé un score de risque pour stratifier les patients des leur
arrivée a I'hopital selon leur risque de développer des POA [132]. Le score de risque augmente de 13%
par % de surface corporelle briilée. Lors de I'établissement de ce score de risque, les auteurs ont
identifiés la greffe de peau pour brillure des bras, de la région téte et cou et du tronc comme ayant
respectivement 5,0, 2,7 et 2,4 fois plus de risque de développer des POA que les patients non greffés ou
greffés sur d’autres sites [132]. Les études les plus récentes ont rapporté un important risque de POA
associé a une augmentation du temps de cicatrisation des plaies (8% d’augmentation de risque par
jour), du délais de la greffe cutanée par rapport a la date de I'accident et du nombre de chirurgies pour
greffe par patients [56,133]. Les sepsis et infections cutanées ont également été identifiés par Medina
et Hunt comme étant corrélés a la survenue de POA apres briilures [16,53]. Thefenne et coll. ont
caractérisé deux autres facteurs de risque qui sont 'utilisation de curares et de matelas fluidisés [134].
D’autres variables ont été identifiées comme favorisant le développement des POA tels qu’'un long
délai avant le début de la kinésithérapie et de la mobilisation des amplitudes articulaires, la durée
d'immobilisation et I'apparition de contractures [6,21]. Il faut souligner que ces variables sont
dépendantes des facteurs précédemment cités. En effet, un patient gravement briilé, ayant bénéficié
d’une greffe cutané compliquée d'une infection, présentera probablement un retard de cicatrisation. Il
sera plus longuement immobilisé, ce qui favorisera I'apparition de contractures et retardera la
mobilisation articulaire augmentant alors le risque de développer une POA. Cette observation souligne
la difficulté d’identifier, dans ces études rétrospectives, des facteurs de risque cliniques spécifiques de
la survenue de POA, tout en écartant les facteurs confondants qui ne sont que le retentissement ou en

lien étroit avec d’autres variables.

3.2.3 Amputations traumatiques

Comme pour les POA apres briilures, la prévalence des POA suite a des amputations traumatiques a
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tendance a augmenter ces dernieres années [135,136]. Les progres en terme de matériel de protection
et d’organisation des soins au front des grandes zones de combats ont permis d’améliorer la survie des
soldats [136]. Daniels et coll. observaient une augmentation du nombre de POA suite a des
amputations, tout comme le nombre d’amputation lui-méme, le nombre de transfusion sanguine chez
les soldats amputés, de jour de ventilation mécanique et d’hospitalisation en réanimation [135]. Dans
une série de 213 membres amputés, Potter et coll. retrouvaient 134 (63%) POA radiologiques dont 25
(12%) ont nécessité une résection chirurgicale [114].

La survenue et la sévérité des POA ont été rattachées a plusieurs variables identifiées par des analyses
statistiques univariées que sont : les traumatismes par explosion (blast) et les amputations faites au
niveau de la zone touchée et un traumatisme cranien associé [7,114,136,137]. L’analyse multivariée a
permis de trouver d’autres facteurs indépendamment associés a l'apparition de POA apres
amputation : un Injury severity score >16, 'dge < 30 ans, des blessures multiples des membres, de
nombreux débridements cutanés avant cicatrisation et la présence d'une amputation [7,114,138].
Jusqu’'a récemment et de facon surprenante, ce dernier parametre n’était pas associé avec la survenue
de POA [136]. Méme si les infections de moignon ne semblent pas corrélées a I'apparition de POA, une
étude récente de Pavey et coll. retrouve que I'application d’antibiotiques en poudre, sur le membre
fraichement amputé diminue la taille des POA, sans pour autant pouvoir prévenir leur apparition
[139].

Au terme de ce paragraphe, on peut observer que toutes les études traitant de 'apparition de POA
apres amputation traumatique concernent des accidents militaires et non civils. Il est probable que les
caractéristiques de I'accident initial et le contexte de prise en charge jouent un réle important dans le
déclenchement du processus d’ostéogénese conduisant aux POA. Ainsi, une amputation pour
traumatisme de guerre apparait beaucoup plus délabrante que les accidents civils, essentiellement en

lien avec la cause et le contexte du traumatisme (engins explosifs, ondes du choc).

3.2.4 Atteinte du systéeme nerveux central

Les POAN ont été largement décrites dans la littérature. Elles sont plus fréquentes chez les patients
blessés médullaires (20-29%) et traumatisés craniens (5-20%) [57,58,61,140,141]. On peut également
les rencontrer suite a un accident vasculaire cérébral (5%) ou encore une anoxie cérébrale (1%) [57].
Certains cas de POAN ont été rapportés aprés une encéphalite [142].

Comme nous l'avons évoqué pour les POA secondaires a un traumatisme orthopédique, la grande
variation des chiffres de prévalence peut étre attribuée aux critéres diagnostiques cliniques vs
radiologiques mais aussi a la taille de la population, la méthodologie de 1'étude (prospectif versus
rétrospectif) et enfin la durée du suivi des patients [121]. Les chiffres sont donc trés hétérogénes mais

nous avons fait le choix, ici, de retenir les taux de POAN cliniquement ou fonctionnellement génantes.

Si la définition de POAN semble claire, la sévérité de I'atteinte neurologique centrale requise pour faire
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la différence entre POA et POAN n’a pas été définie et n’est pas toujours bien détaillée selon les études
[65]. Toutefois, le TC comme la BM ont été identifiés comme étant des facteurs de risque indépendants
de survenue de POAN [65].

Concernant les patients 1ésés médullaires, on retient comme facteurs prédisposants au développement
de POAN, des caractéristiques en rapport avec I'état neurologique : le caractere complet de la 1ésion
médullaire, 'origine traumatique et le niveau lésionnel haut situé (>D6) [61,143-145]. Le retard de
mobilisation passive (< 7 jours post-traumatiques) [58,86,88] et I'admission tardive en centre
spécialisé [146,147] ont été également corrélés a I'apparition de POAN chez les patients BM. Quelques
études retrouvent un lien entre des situations inflammatoires (thromboses veineuses profondes,
escarres) et la présence de POAN [61,70,143,144,148] et d’autres ont mis en évidence la corrélation
entre infections (urinaires, pulmonaires) et développement de POAN [61,145]. La nécessité d’avoir
recours a une trachéotomie a également été retrouvée comme facteur corrélé a 'apparition de POAN
chez les patients BM [145].

Suero et coll. ont récemment développé un score prédictif de survenue de POAN a la hanche chez les
patients BM dans les 3 mois suivant leur accident [149]. Ce score sur 35 prend en compte le caractére
complet de la I1ésion médullaire, 1'age et le sexe du patient, le développement d’une infection urinaire
ou pulmonaire et la présence d'une hypertonie spastique. Le risque de développer une POAN
augmente avec le score. Ainsi, le risque est de 1 chez les patients avec un score entre 0 et 17 puis
augmente de 2.47 fois pour les sujets avec un score entre 1 to 21, de 4.75 fois pour les personnes avec
un score entre 22 et 27, de 6.95 fois pour les patients avec un score entre 28 et 31 et enfin, de 9.23 fois
chez les patients avec un score entre 32 et 35. L’établissement de ce score de risque est intéressant car
il permet de détecter précocement les patients a risque et de les suivre de facon rapprochée pour

proposer une prise en charge adaptée si nécessaire.

De nombreux criteres cliniques sont corrélés a la formation de POAN chez les patients TC. Comme
pour les BM, certains sont en lien avec la gravité du traumatisme neurologique : l'importance du
traumatisme cranien [141,150], la durée de coma prolongée [141,150], la présence d'une parésie [59]
et de phénomenes dysautonomiques [141,150]. D’autres sont en rapport avec des atteintes associées,
survenant au méme moment que le TC, tels que le contexte de polytraumatisme avec un Injury
Severity Score (ISS) élevé [58], la présence de fractures et le traitement chirurgical des foyers de
fracture [141,150,151]; ou bien, survenant peu de temps apres le TC comme les infections
pulmonaires [140,152]. Certains auteurs ont identifié des critéres en rapport avec des soins d'urgence
vitale tels que I'admission en réanimation, la durée de ventilation mécanique et d’hospitalisation, la
nécessité d’avoir recours a une trachéotomie, comme étant des facteurs de risque de survenue de
POAN [113,141,150,151]. Enfin, il existe des caractéristiques attribuées au patient lui-méme : 'age
supérieur a 11 ans [153] et la participation génétique qui est d’avantage contestée selon les études

(HLA B 18, D.R. 7, HLA B27) [96,154].
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Bien que les POAN suite a un TC dans la population civile soient fréquents, il est apparu dans la
littérature de ces 20 derniéres années de plus en plus de cas de POAN décrits apreés TC sur blast chez
les militaires revenant blessés des zones de guerre [7,114]. Pendant les derniers conflits en Irak et
Afghanistan, il a été estimé que 78% des blessures étaient liées a un engin explosif, c’est pourquoi les
TC par blast ont été appelé la « blessure signature » de ces opérations militaires [155]. Le terme blast
en anglais désigne une explosion et le souffle qu’elle provoque. Le blast génére des ondes
supersoniques de pressions a haute énergie, un champ électromagnétique, de la chaleur et des gaz
toxiques qui peuvent endommager le SNC et ainsi conduire au déclenchement des processus
d’ostéogénese conduisant aux POAN [8,156]. Bien que la prévalence des POAN ne soit pas exactement
connue apres un TC par blast du fait d'un nombre limité d’études, il semblerait que leur taux soit bien
supérieur aux POAN survenant pour d’autres causes de TC, notamment chez les civils [50,114].
Forsberg et coll. se sont intéressés a la prévalence des POAN dans les suites d’'un polytraumatisme
causé par des combats militaires [7]. Dans la cohorte, les soldats avaient bénéficié d’au moins une
chirurgie orthopédique des membres et présentaient un polytraumatisme provoqué par un blast. Des
POA se sont développées chez 68% des patients sans TC et chez 86% des patients avec TC provoqué
par un blast [7]. Cette étude soulignait, comme pour les amputations traumatiques, 'augmentation du
taux de POA dans un contexte de blast mais a aussi permis de montrer que le TC par blast apparaissait

comme un fort facteur prédictif de la survenue de POAN [7].

Le lien entre hypertonie spastique et POAN est plus débattu dans la littérature. Certains auteurs
I'identifient comme facteurs de risque, d’autres le considere comme étant la conséquence du
développement de la POAN. En effet, il est impossible d’exclure que 'augmentation de 'hypertonie
spastique soit due au développement de la POAN, le mécanisme physiopathologique restant, a I'heure
actuelle méconnue. La lésion musculaire provoquée par le développement de la POAN intramusculaire
pourrait étre a l'origine d’'une augmentation de la spasticité en agissant comme une épine irritative

[60,61,143,145]. Cette hypotheése fait 'objet du Chapitre 2.

Comme nous I'avons évoqué, le caractere poly-traumatique, méme chez les civils, représente un sur-
risque d’apparition de POAN chez les patients présentant une lésion du SNC concomitante [58,138].
Pape et coll. ont comparé deux groupes de patients polytraumatisés, avec ou sans TC. Ils retrouvaient
une prévalence plus élevée (> 40%) que lors de lésions neurologiques centrales isolées, sans qu'’il
existe une différence significative de survenue de POA entre ces deux groupes (46,9% pour le groupe
de polytraumatisés avec TC et 42,7% pour le groupe de polytraumatisés sans TC). Ces chiffres élevés
semblent plus en rapport avec le contexte de polytraumatisme que lié a la présence d'un TC [157].
Bien que dans ce cas, on ne puisse pas parler de POAN, les patients victimes de polytraumatisme
semblent cumuler plusieurs facteurs de risques sus-cités : fractures, chirurgies, infections, thromboses

veineuses, escarres, ...) et nécessitent généralement des soins complexes et une prise en charge
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prolongée en réanimation [50,65,158]. Ces patients peuvent également présenter différentes
pathologies conduisant au développement de POA (briilures, fractures, séjour en réanimation...)

expliquant la forte prévalence des POA dans cette population de patients.

I faut noter que la majorité de ces études sont rétrospectives et s’intéressent aux facteurs présents
lors du diagnostic des POAN. Les escarres, infections, phénoménes dysautonomiques, déficit moteur
des membres, hypertonie spastique, thromboses veineuses profondes ou encore escarres sont des
éléments fréquemment associés chez les patients atteints d'une 1ésion du SNC. Comme pour les grands
briilés, certaines variables peuvent étre considérées comme des facteurs confondants, c’est-a-dire
qu'ils apparaissent trés fréquemment dans ces populations de patients et seraient donc faussement
corrélés a la survenue de POAN. De méme, un long séjour en réanimation, une longue durée de
ventilation mécanique et les infections pulmonaires sont généralement liés les uns des autres et on les
retrouve comme facteur de risque de survenue de POA dans plusieurs situations (brilures,
amputations traumatiques, atteinte du SNC et POA secondaire a un séjour en réanimation). Il apparait
évident que la gravité de la 1ésion neurologique prédispose au développement de POAN, toutefois, elle
n’est pas obligatoire. Par ailleurs, la gravité du contexte clinique et le cumul de facteurs de risques

semblent nettement augmenter le risque de développer une telle complication.

3.2.5 Long séjour en réanimation

Des cas de POA ont été décrits apres hospitalisation en réanimation pour d’autres étiologies que celles
évoquées précédemment (brilures étendues et TC). Des POA peuvent se développer aprés pancréatite
aigué, syndrome de Guillain Barré, syndrome de détresse respiratoire aigiie, ou encore syndrome de
Lyell (nécrolyse épidermique toxique) [159-161]. La prévalence de ces POA est difficile a estimer car
elles sont assez rares comparativement aux POA d’autres étiologies. Zeilig et coll. ont rapporté 6% de
POA survenant apres Syndrome de Guillain Barré [162]. Dans tous les cas, les patients avaient été
hospitalisés en réanimation et présentaient un grade 9 a la Disability Grading Scale correspondant a
une tétraplégie compléte et la nécessité d’avoir recours a une assistance ventilatoire. Les auteurs n’ont
constaté aucune différence entre les patients avec et sans POA et ayant bénéficié d’'une ventilation
mécanique en terme de récupération neurologique, suggérant alors que d’autres facteurs étaient
nécessaires a la formation de POA [162]. Dans une autre série de cas, Goodman et coll. ont décrit 6 POA
survenant chez des patients hospitalisés en réanimation pour des raisons différentes (1
cholécystectomie, 1 pleurésie purulente a streptococcus pneumoniae, 1 hystérectomie, 1 lobectomie, 1
transplantation pulmonaire, 1 pancréatite) [161]. Par la suite, I'ensemble des patients a développé un
syndrome de détresse respiratoire aigué et a nécessité une administration prolongée de curares.
Comme Théfenne et coll. chez le patient avec brililures étendues, cette étude incrimine le blocage
prolongé de la jonction neuromusculaire par des curares comme pouvant étre un facteur de risque de

survenue des POA [134,161]. Si I'on regarde plus en détails, on s’apercoit que ces patients ont
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également tous contractés plusieurs infections dont des pneumopathies acquises sous ventilation
mécanique (PAVM), et 5 d’entre eux ont également bénéficié d'une chirurgie tres lourde [161].

Un cas de POA a été décrit dans la littérature aprés un syndrome de Lyell. Le patient avait, comme chez
les grands briilés, bénéficié de soins cutanés et d'une hydratation spécifique dans une unité dédiée
[163]. Il avait au préalable contracté une infection d'un kyste sous cutané a Staphylococcus aureus,
raison pour laquelle, il avait été traité par plusieurs lignées d’antibiotiques dont du Bactrim, a I'origine
de la nécrolyse épidermique toxique. Il a par la suite, contracté plusieurs PAVM, nécessitant une
ventilation mécanique de 4 semaines et présenté un déficit moteur des 4 membres régressif, faisant
évoquer une polyradiculonévrite de réanimation [163].

Nous avons fait le choix de classer les POA se développant dans un contexte d’atteinte neurogene
périphérique dans ce groupe plutdt que dans les POAN secondaires a une 1ésion du SNC car selon nous,
I'atteinte du premier motoneurone est a dissocier de celle du second motoneurone dans la génése des
POA, comme nous allons le développer plus en détails. D’autre part, le contexte de survenue de POA
est différent dans ces 2 entités. Les atteintes neurologiques périphériques a l'origine de POA ont un
mécanisme initial inflammatoire ou médicamenteux, alors que les lésions centrales du SNC sont

essentiellement traumatiques ou vasculaires.

3.3 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons pu observer qu'il existe des facteurs de risque spécifiques a chacune des
pathologies susceptibles de développer des POA mais aussi des terrains communs qui apparaissent
comme un passage obligé, ou un seuil a atteindre, pour conduire a I'apparition de POA. Nous avons fait
le choix de présenter les différents facteurs de risque conduisant aux POA de fagon séparée, selon les
étiologies des POA. Toutefois, de facon constante tout au long de ce chapitre, nous avons pu noter que
c’est I'accumulation et 'intrication des différentes atteintes infectieuses, inflammatoires (nombreuses
chirurgies, fractures, pancréatite aigiie, nécrolyse épidermique, polyradiculonévrite, amputations,
briilures) et neurologiques (1ésion du SNC, blocage de la jonction neuromusculaire par des curares)
qui est a I'origine des POA. Les derniers cas de POA décrits au décours d’'un long séjour en réanimation
sont intéressants car ils résument bien l'intrication qu’il peut exister entre ces différents éléments,
nécessaires a la formation de POA. C’est typiquement ce que I'on observe chez les patients militaires et
polytraumatisés qui présentent logiquement un sur-risque de développer des POA [158]. Il en est de
méme chez les civils, les POA sont plus fréquentes lorsque les patients combinent neuro-trauma et
fractures périphériques plutot que des fractures isolées [164—-166]. Toutefois, le caractere rétrospectif
de ces études ne permet pas toujours de bien différencier facteurs de risque et facteurs confondants.
Dans ce cas, la recherche fondamentale est utile pour tester indépendamment chaque facteur, c’est ce
que nous avons fait pour I'hypertonie spastique grace au modeéle murin développant des POAN (voir
chapitre 2). La mise en place de I'étude BENTHOS avec recueil de données cliniques prospectif (voir

chapitre 5) permettra également de s’affranchir des limitations des études de design rétrospectif.
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Tableau 2 : Facteur de risques communs et spécifiques des POA selon la pathologie d’origine.
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III. L’'inflammation aigiie

Face a une agression, les tissus vascularisés de 'organisme répondent par une réaction inflammatoire.
L’inflammation se manifeste par des réactions systémiques et locales. L’ensemble des manifestations
systémiques sont regroupées dans le syndrome inflammatoire de réponse systémique (SIRS) qui
comprend : température rectale >38°C ou <36°C; tachycardie >90 battements par minute ; polypnée
>20 cycles par minute ou pression artérielle en CO2 <32 mmHg; leucocytes >12000/mm3 ou
<4000/mm3 ou >10% de formes immatures [167]. Les manifestations locales se déroulent au sein du

tissu conjonctif vascularisé et dépendent de la spécificité des cellules et du tissu endommagé.

Les agressions peuvent étre endogénes et provenir de 'organisme lui-méme ou bien étre exogenes
lorsque l'agression vient d'un élément extérieur au corps humain. Les 1ésions cellulaires et tissulaires
ainsi engendrées vont initier la réaction inflammatoire. Les agents pathogenes a l'origine de ces
lésions sont multiples [168]. Les infections qui correspondent a l'inoculation de micro-organismes
(bactéries, virus, parasites, champignons) au sein du corps humain sont responsables d'une
inflammation. Dans ce cas, I'inflammation systémique est aussi appelée sepsis [169]. Certains agents
physiques tels qu’'un traumatisme, la chaleur, le froid, les radiations engendrent une réaction
inflammatoire. Les agents chimiques caustiques, toxines et les venins peuvent également déclencher
une inflammation. La présence de corps étrangers ainsi qu'un défaut de vascularisation par une
ischémie ou une hypoxie sont aussi responsables d’'une réaction inflammatoire. Enfin, les agressions
dysimmunitaires par anomalie de la réponse immunitaire comme les allergies et les maladies auto-
immunes sont pourvoyeurs d’inflammation [168].

Il faut noter que plusieurs causes sont parfois associées dans le déclenchement d’une réaction
inflammatoire. Dans la majorité des cas, la réaction inflammatoire est « aspécifique » et fait intervenir
des mécanismes de réparation tissulaire via I'activation de 'immunité innée (voir paragraphe sur la
réparation du tissu musculaire squelettique). Cependant, un méme agent pathogéne peut parfois étre a
'origine de réactions inflammatoires différentes selon I'héte, en particulier selon les spécificités de ses
défenses immunitaires. C’est le cas des infections qui engendrent une réaction inflammatoire

« spécifique » avec activation du systéme immunitaire inné mais aussi adaptatif [170].

L’inflammation active le systéme immunitaire inné et/ou acquis et fait intervenir des acteurs
cellulaires, des cytokines, humoraux mais aussi les facteurs de la coagulation et le systéme nerveux

[171-173].
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Suite a une agression, I'inflammation a pour objectif d’éliminer 1'agent pathogéne et de réparer les
lésions tissulaires. Ce processus est généralement bénéfique [173]. Toutefois, I'inflammation peut
parfois étre délétére de part des anomalies de modulation du processus inflammatoire tel qu'une
altération quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans l'inflammation, ou encore par
I'agressivité de I'agent pathogene, du siége de I'inflammation ou de sa persistance au sein du tissu
endommagé [174]. C’est par exemple le cas des facteurs d'agression cérébrale secondaire d'origine
systémique survenant apreés un traumatisme cranien [175]. Il est probable que les ossifications
hétérotopiques acquises soient également issues d'un processus inflammatoire excessif ou erroné
[145,176]. Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, les patients avec POAN cumulent
plusieurs causes d’inflammation (infections, traumatismes, ischémies...) pouvant conduire a un haut

niveau d'inflammation locale mais aussi systémique.
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IV. Recherche fondamentale et POAN

Comme d’autres auteurs, nous pensons que la formation de POAN au sein du tissu musculaire chez des
patients atteints d’une pathologie du SNC correspond a un processus de régénération aberrant des
cellules musculaires. Nous allons voir dans ce chapitre que la lésion musculaire apparait comme
essentielle a l'initiation du processus de régénération cellulaire anarchique, sans que son origine ne
soit connue (traumatique, inactivité par immobilisation, médicamenteux, contexte septique). Par
ailleurs, nous verrons que des facteurs cellulaires et moléculaires a I'origine d'une inflammation locale
mais aussi systémique, jouent un role clef dans 'activation des progéniteurs musculaires vers la
formation de POAN. Nous commencerons par aborder, dans cette partie, les mécanismes de
régénération musculaire et d’'ostéogénése en conditions physiologiques avant de développer les

mécanismes physiopathologiques impliqués dans la survenue de POAN.
1. Conditions physiologiques

1.1 Régénération du muscle strié squelettique

1.1.1 Muscle strié squelettique sain
Le muscle strié squelettique est majoritairement composé de fibres musculaires, de longues cellules
cylindriques contenant des myofibrilles, qui elles-mémes, renferment des myofilaments. Ce tissu est

responsable de la contraction musculaire qui génére le mouvement (Figure 10).
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Figure 10. Structure d’'un muscle squelettique.

Le plasmalemme, entouré par la lamina basale, est la membrane plasmique qui délimite chaque fibre
musculaire. Une myofibre contient une multitude de noyaux localisés a la périphérie des myofibres. Le
tubule T ou tubule transversal est une invagination de la membrane plasmique permettant de

conduire le potentiel d’action musculaire jusqu’au cceur de la myofibre. Les filaments des sarcomeéres
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sont composés de protéines : myosine, actine, troponine et tropomyosine. Figure extraite de I'article

de Relaix and Zammit [177].

Entre la fibre musculaire et la matrice extracellulaire (nommée membrane basale) se retrouvent les
cellules satellites qui sont quiescentes dans un muscle sain et qui sont responsables de la majorité de
la régénération musculaire a la suite d’'une blessure [178]. Un autre précurseur cellulaire des fibres
musculaires est la cellule interstitielle et plus particulierement les progéniteurs fibro-adipogéniques
(FAP). Contrairement aux cellules satellites situées sous la lamina basale des myofibres, les FAP sont
localisés dans I'espace interstitiel entre les fibres musculaires [179]. D’autres types cellulaires se
retrouvent dans I'espace interstitiel du muscle comme les mastocytes, généralement a proximité des
vaisseaux sanguins, certains monocytes sanguins dits patrouilleurs, et les macrophages résidents, au

sein de I'épimysium et du périmysium (Figure 11) [180].

éosinophile Lymphocyte T Neutrophile Monocyte Ly6C+ Monocyte Ly6C

Cellule Macrophage
satellite résident
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Myofibre

Figure 11. Leucocytes dans le muscle squelettique sain.

Extrait de l'article de Dufresne et coll. [181]

La fonction et la régulation des macrophages résidents dans le tissu musculaire sont mal caractérisées.
Dans le muscle sain, le maintien de la population de macrophages résidents ne dépend pas du
recrutement des monocytes circulants, mais plutot de leur capacité d’auto-renouvellement [182]. Dans
différents tissus, les macrophages résidents participent a la préservation de '’homéostasie ainsi qu’au
débridement et au remodelage tissulaire [183]. Dans le tissu musculaire, ces cellules agissent comme
des sentinelles. Elles percoivent les perturbations de I’homéostasie tissulaire et favorisent le
recrutement des leucocytes sanguins [184].

Plusieurs types de lésions peuvent affecter I'intégrité et la fonction musculaires tels que les claquages,
les contusions, les coupures, 'atrophie, les chocs septiques et les pathologies. Suite a une atteinte

musculaire, il existe une premiére phase de dégénérescence musculaire nécrotique et inflammatoire
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puis une phase de régénération tissulaire.

1.1.2 Dégénérescence musculaire

La dégénérescence musculaire débute dés les premiéres minutes qui suivent la blessure par la nécrose
des fibres musculaires lésées. Il existe également une réaction inflammatoire qui participe au
nettoyage du tissu endommagé et favorise le retour a ’homéostasie. L'initiation, le développement et
la résolution de I'inflammation nécessitent I'interaction complexe et coordonnée de différentes cellules
inflammatoires [185]. Elles affectent non seulement le comportement des autres types de cellules

immunitaires, mais également le comportement des cellules myogéniques (Figure 12).
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Figure 12. Schématisation des mécanismes physiologiques de réparation musculaire apreés un

traumatisme local.

a) Les cytokines

Le tissu endommagé libére de nombreuses molécules : des débris de matrice extracellulaire mais aussi
des éléments intracellulaires comme I’ADN, des heat shock proteins (HSP, protéines de choc thermique)
et la protéine associée a la chromatine HMGB1 (high-mobility group box 1). Ces molécules, lorsqu’elles
sont libérées et présentes dans le milieu extracellulaire, sont nommées damage-associated molecular
patterns (DAMP, également appelées alarmines). Cette phase nécrotique active la cascade du
complément et induit les réponses inflammatoires [186]. En effet, ces DAMP sont détectées par les
macrophages sentinelles qui réagissent rapidement en stimulant les autres cellules immunitaires et en

démarrant le nettoyage de la zone endommagée.

b) Les cellules
Les neutrophiles sont les premiéres cellules inflammatoires a infiltrer le muscle 1ésé et leur nombre ne
cesse d’augmenter jusqu'a 6 heures post-lésion [187]. Ils sont a 'origine de la libération de cytokines
qui vont influencer le déroulement de l'inflammation. La sécrétion de cytokines comme MIP-1a

(macrophage-inflammatory protein 1 a) et MCP-1 (monocyte chemo-attractant protein-1) par les
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neutrophiles favorise ainsi le recrutement des monocytes sanguins [188].

L’infiltration musculaire des neutrophiles est suivie par l'invasion séquentielle de deux sous-
populations distinctes de macrophages qui deviennent a leur tour les cellules prédominantes du
muscle endommagé [189]. Les premiers macrophages qui infiltrent le muscle dans les 24 a 48 heures
suivant la Iésion, expriment a leur surface le marqueur CD68 (cluster of différentiation 68) mais pas la
protéine CD163 (CD163-). Ces macrophages CD68+/CD163- sont considérés comme pro-
inflammatoires et sécretent des cytokines telles que TNFa, le macrophage-inflammatory protein 2
(MIP-2), le cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC) et I'IL-1 (interleukine 1)
[180,185,190]. IIs nettoient également la zone nécrotique en phagocytant les débris cellulaires. Ces
macrophages favorisent aussi le recrutement leucocytaire. Enfin, ils affectent les cellules myogéniques
en favorisant la prolifération des myoblastes et en réprimant leur différenciation, de par
I'environnement pro-inflammatoire qu’ils induisent [191]. La seconde population de macrophages
exprime CD163 mais pas CD68 (CD68-/CD163+). Ils envahissent le muscle avec un pic de
concentration a 2 et 4 jours post-blessure et restent dans le muscle endommagé jusqu’a la fin de
I'inflammation. Ces macrophages CD68-/CD163+ ont un rdle anti-inflammatoire en sécrétant des
facteurs comme I'IL-10 et le TGF-B (tumor growth factor-beta) [188]. Leur role est de faciliter la
prolifération et la différenciation des cellules satellites nécessaire au processus de régénération
tissulaire [192,193]. Les deux phases pro- et anti-inflammatoires peuvent se chevaucher et les deux
sous-populations de macrophages se retrouvent alors, au sein de la méme lésion musculaire, au méme

moment [194].

Récemment, un effet favorable sur la régénération musculaire d’'un autre type de granulocytes, les
éosinophiles, a été montré via leur capacité a produire de I'lL-4 [195]. La sécrétion importante de cette
cytokine anti-inflammatoire influence le destin cellulaire des FAP. L’IL-4 libérée par les éosinophiles
favorise donc la prolifération des FAP, inhibe leur différenciation en adipocytes et augmente leur
capacité de phagocytose des débris tissulaires permettant une meilleure régénération musculaire

[195].

Les mastocytes sont particulierement importants dans les premiers instants de la réaction
inflammatoire. Ils sont capables de sécréter des facteurs préformés et accumulés dans leurs granules
comme le TNF-q, I'histamine et la tryptase. Les mastocytes peuvent également synthétiser de novo une
panoplie d’autres cytokines comme l'interleukine-6 (IL-6), I'IL-1f, etc. [196]. En plus de leur rdle
important dans le recrutement des leucocytes sanguins, ces différentes cytokines peuvent favoriser

'activation et la prolifération des myoblastes [180,197].

L’accumulation transitoire et controlée de leucocytes pro-inflammatoires est donc nécessaire afin de
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bien coordonner l'activité des cellules myogéniques et permettre une régénération musculaire

optimale.

1.1.3 Régénération musculaire (Figure 13)

Suite a la dégénérescence musculaire, le processus de régénération prend place des la premiere
semaine apres la lésion avec un pic d’activité au bout de la deuxiéme semaine. Une caractéristique de
cette phase est la prolifération cellulaire.

A la suite d’'un dommage du tissu musculaire, s’enclenche un processus myogénique permettant la
régénération du tissu 1ésé qui dépend majoritairement de 'activité des cellules satellites [178]. Ces
cellules s’activent en réponse au traumatisme et proliferent rapidement générant un grand nombre de
cellules myogéniques, les myoblastes, qui se différencient en myocytes qui fusionnent pour former les
myotubes (fibres musculaires immatures) [178]. En plus des cellules satellites, dans le muscle
squelettique adulte, résident de nombreuses populations cellulaires jouant un roéle dans le processus
de régénération. Notamment, des cellules interstitielles associées ou non aux vaisseaux présentent peu
ou pas d’activité mitotique au repos, mais sont capables de proliférer et de se disperser dans le tissu
musculaire en réponse a une blessure mais aussi en conditions pathologiques (Duschenne et trés

probablement POAN) [180,198,199].

Uninjured 10 days

Figure 13. Coupes histologiques de la régénération musculaire de muscle strié squelettique de
souris endommagé par de la cardiotoxine.

(A) Changement histologique de la régénération musculaire au cours du temps. Coloration a
I'hématoxyline et a I'éosine d’'un muscle strié squelettique endommagé et régénération tissulaire a 5,
10 et 30 jours apreés injection intramusculaire de cardiotoxine. Au 5¢me jour, la régénération du muscle

est essentiellement réduite a la présence de cellules mononucléaires, alors qu’a 10 jours, on assiste a
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un rétablissement des myofibres multinuclées. On peut noter que les noyaux cellulaires des cellules
endommagées sont localisés a la périphérie alors qu'ils se trouvent au centre des cellules dans le
muscle régénéré. Echelle, 50 pum. (B) Vue longitudinale de I'ensemble du tissu musculaire endommagé
(gauche) et en cours de régénération (droite). Immunomarquage de la matrice extracellulaire via la
protéine Laminin (vert) qui marque la membrane basale entourant les myofibres et les capillaires.
Dans les conditions de régénération tissulaire, la prolifération des cellules satellites peut étre observée
par 'augmentation du nombre de cellules exprimant Pax7 (rouge). DAPI marque le noyau cellulaire
(bleu) et révele accessoirement des cellules satellites dans leur niche. Echelle, 50 pm. Figure extraite

de I'article de Bentzinger et coll. [180]

1.1.4 Phase de remodelage

La phase de remodelage des fibres musculaires commence pendant la deuxiéme semaine qui suit la
blessure. Une fois la fusion des cellules myogéniques compléte, la taille des myofibres nouvellement
formées augmente et les noyaux centraux migrent a la périphérie des fibres. Au final, le tissu
musculaire régénéré est identique a celui du muscle non blessé d’'un point de vue morphologique mais

aussi fonctionnel.

1.2 Ostéogénese physiologique [200,201]

1.2.1 Tissu osseux sain

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé vascularisé et innervé. Il est organisé de telle sorte
qu’il confére une rigidité et une résistance adaptées a son role prépondérant dans le corps humain. Il a
quatre roles principaux : (1) il possede une fonction biomécanique (station debout, locomotion,
insertion des tendons) ; (2) il assure la protection des organes vitaux (encéphale dans la boite
cranienne, coeur et poumons dans la cage thoracique) ; (3) il a un role métabolique car il assure
I’homéostasie phosphocalcique ; (4) il possede une fonction hématopoiétique puisqu’il est le lieu de la

création et du renouvellement des cellules sanguines.

a) Architecture

Tous les os du squelette adulte sont constitués de deux types de tissus osseux présentant des
architectures différentes : le tissu osseux compact, Haversien ou os cortical et le tissu osseux
spongieux ou os trabéculaire (Figure 14).

L’os compact correspond a la partie périphérique des os. Il est composé d’ostéons, aussi nommé
systéme de Havers qui sont de petites unités osseuses cylindriques (entre 0,1 et 1 mm de diametre,
longueur maximale de 1 cm) (Figure 14). Au centre de ces unités osseuses se trouve le canal de Havers,
contenant un pédicule neuro-vasculaire, autour duquel sont disposées des lamelles concentriques de
tissu osseux minéralisé. Les canaux de Wolkmann sont perpendiculaires aux ostéons ce qui permet de

les relier entre eux.
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L’os spongieux, quant a lui, possede une architecture alvéolaire comparable a celle d'une éponge

(Figure 14). Il constitue l'intérieur des épiphyses des os longs et la partie centrale des os courts et plats.
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Figure 14. Représentation schématique de l'os compact (Haversien) et os spongieux
(trabéculaire).

Extrait de www.pediaa.com

b) Matrice extracellulaire
L’os est un tissu conjonctif particulier car cette matrice est minéralisée. Elle est imprégnée de sels de
calcium et de phosphate sous forme de cristaux. Le tissu osseux est constitué de plusieurs éléments :
I'eau (9%), une partie inorganique minéralisée (phase minérale 69%), et une phase organique (22%)
produite par les ostéoblastes. Cette composition unique confére au tissu osseux des propriétés
mécaniques spécifiques que sont la solidité du tissu, liée aux cristaux de la phase minérale, et la

flexibilité, apportée par I'eau et la matrice organique.

La matrice organique, aussi appelée ostéoide, est composée de 95% de fibres de collagene de type 1.
Leur disposition entrecroisée forme un réseau complexe qui favorise I'adhésion et la prolifération
cellulaire mais aussi la fixation de I'hydroxyapatite et la minéralisation du tissu. Ce composé confere a
I'os sa résistance a la traction. D’autres protéines sont retrouvées dans la matrice organique telles
que le TGF (Transforming Growth Factor), les BMP mais aussi différentes glycoprotéines structurales
non collagéniques comme les protéoglycanes. Ils sont constitués de nombreux glycosaminoglycanes
liés a un axe protéique principal. Grace a leur propriété de rétention d’eau, les protéoglycanes forment
des gels hydratés permettant le passage des éléments nécessaires entre le sang et les cellules du tissu

osseux et sont également responsables des propriétés viscoélastiques du tissu osseux. L’ostéocalcine,
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'ostéonectine et les sialoprotéines sont également présentes dans la matrice organique.

La phase minérale conféere a I'os sa rigidité et sa dureté. Elle est constituée de sels minéraux dont le
calcium et le phosphate sont les plus abondants. Elle est formée de cristaux qui s’organisent sous
forme de plaques hexagonales, ensuite associées en lamelles sur lesquelles se répartissent les ions

calcium, phosphate et hydroxyle.

c¢) Les BMP
Sept de ces protéines, de BMP-2 a BMP-8 présentent des analogies de séquences et font partie de la
superfamille des TGF-f3. De plus, a I'intérieur de cette famille, on distingue 3 sous-groupes : BMP-2 et 4,
BMP-3, BMP-5, 6 et 7 [202]. Les BMP-2 et 4 sont les plus connues car les plus étudiées. Ces protéines
ont été découvertes initialement devant leur capacité a induire la formation des os et cartilages. Elles
sont aujourd’hui considérées comme de véritables chefs d’orchestre de la chondrogenese et de
I'ostéogénese lors de I'embryogénése mais aussi tout au long de la vie. Les BMP peuvent également
induire le maintien de la multipotence, ou, inversement, la différenciation des cellules souches. Ces
protéines participent au bon fonctionnement des niches hématopoiétiques directement mais aussi
indirectement, par action sur I'environnement [203]. Les BMP modulent le processus de réparation
des astrocytes dans le SNC en cas de lésion [204]. Une hypothése pouvant expliquer leur implication
dans les POA serait le passage de BMP dans le sang en cas de 1ésion neurologique par rupture de la
barriere hémato-méningée. Dans le cas des POA, une hypothése Leur role physiologique essentiel dans
I'architecture tissulaire explique 'apparition de maladies lorsque le signal médié par les protéines du
BMP est pathologique. En cas, d’hyperactivation de la voie du BMP, on peut voir apparaitre des
pathologies osseuses (nous avons vu précédemment I'exemple de la FOP) mais aussi cancéreuses
comme les adénocarcinomes de I'cesophage ou de la partie proximale du tube digestif [205]. Par
opposition, 'absence de voie de signalisation du BMP est un important facteur de progression du
cancer du c6lon [206]. La voie de signalisation du BMP joue aussi un réle dans la déminéralisation
osseuse. Les BMP ont également donné lieu a des thérapeutiques stimulant I'ostéogénese. Les BMP-2
et 7 recombinant humains sont actuellement utilisés pour certains cas de pseudarthrose et de

pathologies odontologiques [207,208].

d) Les cellules osseuses

On différencie trois catégories de cellules directement impliquées dans l'ostéogénése (formation,

dégradation, remodelage).

Les ostéoblastes (Figure 15: A, D) sont responsables de la formation de la matrice organique [209]. Les
ostéoblastes déposent 1'ostéoide le long de I'interface entre des ostéoblastes eux-mémes et 'os déja

formé. Leur membrane plasmique est riche en PAL. Cette enzyme peut d’ailleurs étre dosée car son
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taux refléte la formation osseuse mais son élévation n’est pas constante. Dans le cas des POAN, par
exemple, son dosage ne permet pas de détecter de facon systématique la formation d'une POAN et
n’est donc pas recommandé en pratique clinique. Les ostéoblastes produisent de facon spécifique le
collagéne de type I, l'ostéocalcine, 'ostéopontine et la sialoprotéine osseuse 2. Ils synthétisent
également des BMP qui sont des facteurs de croissance appartenant a la famille des TGF-f et induisent
I'ostéogenese. Les ostéoblastes participent également au processus de résorption osseuse en régulant
I'activité des ostéoclastes. Enfin, il existe une catégorie particuliére d’ostéoblastes, les cellules
bordantes. Elles ont une morphologie tres allongée et aplatie et n’ont plus d’activité métabolique, ce
sont des ostéoblastes au repos. Les cellules bordantes recouvrent les surfaces osseuses dites inactives
et sont unies entre elles et aux ostéocytes par des jonctions communicantes. Elles constituent une
barriére fonctionnelle entre 1'os minéralisé et la moelle osseuse présente dans la cavité médullaire.
Elles peuvent redevenir actives lorsqu’elles sont stimulées. L’activité des ostéoblastes diminue au fur
et a mesure de la synthese et de la minéralisation de la matrice, ils peuvent alors se transformer en

ostéocytes ou en cellules bordantes, ou bien, mourir par apoptose.

La différenciation terminale des ostéoblastes donne naissance aux ostéocytes (Figure 15 B, E). Ces
cellules sont prisonnieres au sein la matrice organique minéralisée, dans des logettes appelées
ostéoplastes. Les ostéocytes permettent le maintien de la MEC et participent a 'homéostasie de la
calcémie [210]. Ostéoblastes et ostéocytes restent en contact grace a I'établissement d'un systéme de
jonctions communicantes qui sont des prolongements cytoplasmiques traversant la MEC minéralisée.
Ces mémes prolongements de cytoplasme permettent aux ostéocytes d’étre reliés entre eux et leur

approvisionnement en nutriments grace a des contacts avec des vaisseaux sanguins intra-osseux.

Les ostéclastes (Figure 15 C, F) sont des cellules multi-nucléées et de grande taille, responsables de la
dégradation de la matrice minéralisée par un mécanisme appelé résorption osseuse [211]. Elles sont,
par conséquent, présentes dans les zones de dégradation du tissu osseux. Afin d’assurer la résorption
osseuse, les ostéoclastes produisent un environnement acide afin de dissoudre les composants
inorganiques de l'os. Par le biais d’enzymes protéolytiques, ils dégradent ensuite la composante
organique de la MEC formant des lacunes de résorption osseuse, appelées lacunes de Howship. Les
ostéoclastes sont des cellules particuliéerement mobiles. Elles sont capables de se déplacer d’un site de
résorption a un autre, en suivant les travées osseuses. Leur durée de vie moyenne est de deux
semaines. Par la suite, les ostéoclastes entrent en apoptose. Les ostéoclastes sont les acteurs

principaux de la résorption osseuse et jouent un role essentiel dans le remodelage osseux.

Enfin, les macrophages sont présents dans 'endosteum, le periosteum, I'os trabéculaire et cortical chez
I'homme et I'animal [198,199]. Ils ont également été décrits comme contribuant, par le biais de la
différentiation des ostéoblastes, a 'augmentation de la maturation et de la minéralisation osseuse
[212,213]. Ces macrophages sont appelés ostéomacs. Leur déplétion chimique entraine, chez la souris,
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une perte rapide des ostéoblastes et stoppe la formation osseuse, prouvant que les ostéomacs sont
nécessaires au maintien de la fonction des ostéoblastes et a 'ostéogéneése [214]. Les ostéomacs ont

aussi un réle de maintien de la fonction des niches de cellules souches hématopoiétiques [214].

Figure 15 (A, D) Ostéoblastes, (B, E) ostéocytes, et (C, F) ostéoclastes

Schématisés et observés au Microscope. Figure extraite de la thése de Depalle [215].

1.2.2 Ostéogénese

Il existe 3 types d’ostéogénése : l'ossification primaire au stade de développement embryonnaire ;
l'ossification secondaire a partir d’'un tissu osseux déja constitué qui conduit a la maturation osseuse
(os lamellaire) par succession de résorption ostéoclastique et de reconstruction ostéoblastique ; et
l'ossification tertiaire, chez I'adulte qui correspond au remodelage osseux permanent, permettant
I'adaptation du squelette a la croissance, au maintien de 1'équilibre phosphocalcique et aux nouvelles
contraintes mécaniques qui peuvent apparaitre au cours de la vie. Dans le cas particulier des fractures
osseuses, les deux processus d’ossification endochondral et intramembranaire sont essentiels pour la

guérison.

Nous développerons ici uniquement I'ostéogénése primaire qui est en lien avec les premieres étapes
de la constitution des POAN.

Comme nous l'avons évoqué dans lintroduction générale, il existe deux voies ostéogéniques
contribuant a l'ostéogénese primaire : l'ossification endochondrale et intramembranaire. C'est
pendant le développement embryonnaire entre la 6eme et la 7¢me semaine que débute I'ostéogénése.
Avant cette période, le squelette n’est constitué que de cartilage hyalin et de membranes fibreuses. Le
tissu osseux est caractérisé de tissu de remplacement car il s’'installe a la place d’'un autre tissu

préexistant.
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a) Ossification endochondrale [2,216]

Ce type d’ossification est caractérisée par le remplacement du cartilage hyalin. Le cartilage ne se
transforme pas directement en os mais va disparaitre au fur et a mesure de l'ostéogénese.

L’ossification endochondrale est essentiellement responsable de I'ossification des os longs.

- La premiere étape intéresse le centre de la diaphyse de ce que sera le futur os long. Elle consiste en la
différenciation de cellules souches mésenchymateuses en chondrocytes pour constituer un squelette
cartilagineux. Peu de temps apres, va se former le périchondre, une membrane qui va venir recouvrir

le cartilage nouvellement formé (Figure 16, image de gauche).
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Figure 16. Différentes étapes de I'ossification endochondrale.

Extrait de l'article de Ortega et coll. [216]

Au fur et a mesure que la matrice cartilagineuse progresse, la taille des chondrocytes augmente, on
appelle cette zone, le cartilage hypertrophique. En effet, les chondrocytes deviennent globuleux et

hypertrophiés, avec un cytoplasme qui se charge de glycogene, de lipides et des phosphatases alcalines,
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et finissent par dégénérer. Parallélement, la matrice cartilagineuse est réduite a de trés minces travées
irrégulieres, qui se chargent de calcium et de phosphatases. Ce phénoméne mene a un blocage
d’approvisionnement des nutriments aux cellules, conduisant a leur mort. On assiste alors a une
désintégration du tissu cartilagineux au sein du cartilage hypertrophique, permettant la pénétration
de vaisseaux sanguins.

- L’invasion vasculaire se fait dans les espaces laissés libres et amene des cellules conjonctives peu
différenciées appelées pré-ostéoblastes. Ces cellules se différencient ensuite en ostéoblastes qui vont,
a leur tour, produire de la matrice osseuse. En périphérie de la diaphyse, c’est une ossification
primaire intramembranaire qui conduit a la formation du périoste qui supplante le périchondre
(Figure 16 image du milieu).

- Il se développe ensuite, au centre de la diaphyse, un centre d’ossification primaire. L'ensemble de ces
étapes constitue le stade de la pré-ossification, qui va poursuivre son développement et progresser de
facon ordonnée. Il existe une ligne d'ossification, trés nette, a la limite entre le tissu cartilagineux
hyalin et le tissu osseux primaire néoformé (os trabéculaire). Le centre de la diaphyse va

progressivement étre envahi de moelle osseuse hématopoiétique (Figure 16 image de droite).

Dans les deux épiphyses, la pénétration vasculaire, induit la formation de deux centres d’ossification

secondaires suivant les mémes étapes décrites précédemment (Figure 1 image de droite et du bas).

Le cartilage de conjugaison (aussi appelé cartilage de croissance) métaphysaire des os longs
correspond a une autre limite qui se situe entre diaphyse et épiphyse. Cette zone assure la croissance
en longueur des os. Face a la ligne d'ossification, le cartilage hyalin est organisé et constitué de fagon
proximo-distale, par une zone de cartilage hypertrophique, une zone de cartilage sérié et une zone de
réserve de cartilage basal (Figure 17). Entre les chondrocytes, les travées cartilagineuses deviennent
progressivement plus minces, irréguliéres et se chargent de calcium. Le cartilage hypertrophique, en
premiére ligne de la ligne d’ossification, est en contact avec des axes conjonctivo-vasculaires qui
pénétrent les logettes cartilagineuses. Les pré-ostéoblastes amenés par la circulation sanguine, se
différencient alors en ostéoblastes qui produisent la matrice osseuse et contribuent a sa minéralisation.
Ce processus aboutit a la formation de travées d'os primaire (os trabéculaire), bordées en périphérie
d'ostéoblastes et contenant dans leur épaisseur des ostéocytes. A distance de la ligne d'ossification, se
trouve la ligne de résorption ou les ostéoclastes viennent rapidement résorber 1'os primaire pour

donner lieu a l'ossification secondaire (Figure 17).
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Figure 17. Constitution des cartilages de conjugaison.

Extrait http://www.facmed-univ-oran.dz

Lorsque le squelette feetal est complétement formé, le cartilage subsiste uniquement en regard des
articulations pour constituer les surfaces articulaires et au sein des métaphyses, dans les cartilages de
conjugaison, pour assurer la croissance longitudinale de I'os. Aprés la naissance, la méme séquence
d’événement apparait dans les régions épiphysaires constituant des centres d’ossification secondaires.
Aprés la puberté, les chondrocytes arrétent de se multiplier, les cartilages de conjugaison

disparaissent, la croissance est terminée.

b) Ossification intramembranaire [1]

L’ossification intramembranaire se fait directement a partir de feuillets mésenchymateux,
indifférenciés, présents dans le tissu conjonctif. Ce processus d’ossification est responsable de la
formation des os plats de la face, de la volite cranienne et des clavicules. Comme nous I'avons vu dans
la partie précédente, la formation du périoste des os longs se fait a partir d'une ossification
intramembranaire.

L’ostéogénése est plus rapide que pour lossification endochondrale et démarre lorsque les
fibroblastes (ou cellules mésenchymateuses) du squelette embryonnaire se rassemblent entre elles
pour amorcer une différentiation cellulaire. Ces cellules peuvent suivre 2 types de voie de
différentiation, soit ostéogénique, soit angiogénique. Lorsqu’elles empruntent la voie ostéogénique, les
cellules mésenchymateuses se différencient en ostéoblastes (Figure 18). A un stade précoce, ils
apparaissent d’abord en amas, appelés centres d’ossification. Les ostéoblastes élaborent une substance

pré-osseuse (ostéoide), initialement non calcifiée. La minéralisation se fait en quelques jours, au fur et
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a mesure du dépot de sels minéraux qui vont ainsi, piéger les ostéoblastes. Une fois emprisonnés, les
ostéoblastes se différencient en ostéocytes et les cellules ostéogéniques environnantes poursuivent
leur différentiation en ostéoblastes.

Les ostéoblastes a la surface de I'os spongieux constituent le périoste, alors que l'ostéoide sécrété
autour des capillaires donne une matrice trabéculaire plus ou moins anastomosée (os primaire
primitif non lamellaire). La lamélisation de ces travées par réabsorption ostéoclastique puis par

reconstruction, aboutit ultérieument a la constitution d’os spongieux (ossification secondaire).
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Figure 18. Les 4 étapes de l'ossification intramembranaire.

(a) Rassemblement des cellules mésenchymateuses et formation de centres d’ossification. (b) La
sécrétion d’ostéoide emprisonne les ostéoblastes qui deviennent alors des ostéocytes. (c) La matrice
trabéculaire et le periosteum se forment. (d) L'os compact se développe en superficie de l'os
trabéculaire et une masse de vaisseaux sanguins se condense pour former la moelle rouge. Extrait de
www.opentextbc.ca

L’ossification intramembranaire débute lors des premieres semaines de développement in utero et se
poursuit jusqu’a 'adolescence. A la naissance, le crane et les clavicules ne sont pas encore totalement
ossifiés et les fontanelles ne sont pas soudées pour permettre au corps du bébé de se déformer
pendant 'accouchement. Les premiers os s’ossifiant sont les os plats de la face qui atteignent leur taille

adulte a la fin des poussées de croissance.
2. Conditions pathologiques et formation de POAN

Méme si les POAN sont des formations osseuses ectopiques, nous allons voir que leur organisation
n’est pas anarchique mais au contraire, bien structurée sur le plan cellulaire comme architectural. En
revanche, les mécanismes physiopathologiques pour y parvenir semblent avoir emprunté, a un
moment donné, une ou plusieurs voies aberrantes, expliquant le développement hétérotopique d'un
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tel os au sein des tissus mous.

2.1 Schématisation des hypotheéses physiopathologiques

Comme nous 'avons vu dans la section ci-dessus, en condition physiologique, une 1ésion musculaire
simple se régéneére classiquement en muscle. Cependant, lorsque vient s’ajouter une lésion aigué du
systeme nerveux central, les signaux envoyés aux cellules progénitrices du muscle et aux cellules
immunitaires en charge de la régénération musculaire, sont différents conduisant a la production d’os
et non de muscle (Figure 19).

Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement des POAN restent encore
obscurs. De nombreuses équipes de cliniciens et de chercheurs travaillent a élucider les différentes
étapes conduisant a la formation de POAN et POA. Il semble exister des preuves d'une interaction
complexe entre des facteurs locaux et systémiques. Trois conditions paraissent nécessaires a la
formation d'os ectopique: la présence de précurseurs ostéogéniques, d’'un agent inducteur et un
environnement permissif [217]. Comme l'ont mentionné Citak en 2012 puis Huang en 2018, nous
sommes d’accord pour dire que les processus inflammatoires jouent un réle majeur dans le
développement de POAN et des POA en général [145,176]. Deux phases semblent se dissocier chez les
patients suivant une atteinte du SNC. La premiére est une phase de « chaos » faisant immédiatement
suite a I'accident ou le pronostic vital peut étre engagé et pendant laquelle, il existe de nombreuses
complications, notamment infectieuses. C'est a ce stade de nécrose, d’hypoxie tissulaire et
d'importante inflammation que s’enclenchent les premiers processus d’ostéogénése. La deuxiéme
phase, difficile a déterminer dans le temps, correspond plutdét a une stabilisation de I'état clinique qui
différe d’'un patient a l'autre. C’est pendant cette période que vont se poursuivre les processus de
maturation et de réorganisation des POAN.

Nous allons, dans la suite de ce chapitre, détailler les différentes étapes conduisant au développement
de POAN en précisant pour chacune d’entre elles les avancées en matiere de recherche sur les

mécanismes physiopathologiques et les hypothéses restant a élucider.
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Figure 19. Schéma des hypothéses physiopathologiques de réparation musculaire conduisant a
la formation de POAN dans un contexte de traumatisme local musculaire et de lésion du
systéme nerveux central.

1er temps de nécrose et inflammation locale et systémique. 2¢me temps de réorganisation tissulaire.

2.2 Atteinte musculaire

2.2.1 A I'échelle humaine : aspect macroscopique

Nous considérons ici le muscle comme étant le point de départ de formation des POAN mais en réalité,
cette question reste entiére. Les études ne sont pas formelles sur le type de tissu atteint initialement :
musculaire, tendineux, adipeux ou encore de la paroi vasculaire.

Lorsqu’on regarde les examens d’imagerie et notamment le scanner, les POAN localisées a la hanche se
développent de facon assez univoque, au sein du corps musculaire (Figure 20). En revanche, les POAN
localisées au genou et au coude intéressent le muscle mais apparaissent aussi sous forme de
« coulées » disposées entre les tendons, le tissus adipeux et la capsule articulaire (Figure 20). Ce sont
d’ailleurs ces « coulées » qui forment des ponts osseux, ressentis comme génant par les patients car ils

provoquent enraidissement articulaire, douleurs et compression nerveuse.
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Figure 20. Localisation intra-tissulaire des POAN. (A) POAN postérolatérale bilatérale de hanche de
localisation intra-musculaire dans les muscles moyen fessier. (B) POAN interne du genou dans le
muscle vaste médial et extra-musculaire venant se loger entre la capsule articulaire et le ligament

collatéral médial.

Des études récentes évoquent le fait que les cellules progénitrices a I'origine des POAN ne sont pas
spécifiques du tissu musculaire et peuvent étre présentes dans d’autres tissus tels que le tissu adipeux
ou encore le tissu conjonctif des tendons. Nous développerons cette section plus bas dans la partie sur

les cellules progénitrices.

2.2.2 A I'échelle animale : modéle murin induisant des OHN

Au fil des années, nous avons pu voir apparaitre les limites liées aux études cliniques portant sur les
POAN. La méthodologie rétrospective amene a certains biais comme I'hétérogénéité des données et
I’émergence de facteurs confondants. Il est donc apparu indispensable de créer un modéle animal
développant des OH afin de se rapprocher au plus pres de la pathologie humaine et ainsi d’étudier plus
finement les mécanismes conduisant a cette complication. Nous parlerons d’OH dans les modeéles
animaux car, comme nous le verrons, la localisation des ossifications n’est pas péri-articulaire. Dans le

cas d’OH neurogénes, nous les appellerons OHN.

Il existe actuellement 3 modeéles murins développant des OHN mais tous ont utilisé un procédé
différent.

- Kang et coll. ont élaboré en 2014, le tout premier modele de souris développant des OHN [218].
Apreés laminectomie, une contusion médullaire était réalisée en T10 par le lacher d’'un poids de 35 g
d’'une hauteur de 50 mm [219] occasionnant une lésion médullaire de 1,8 mm de profondeur. Cette
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lésion était responsable d'une paraplégie complete des souris. Du BMP-2 était injecté en
intramusculaire dans le quadriceps des souris aux doses de 0,25 et 0,50 ug. Le BMP-2 était préparé a
partir de BMP-2 humaine recombinante mélangée avec 10 pL d’'un complexe d’héparine-chitosan
ionique. Ce procédé avait déja permis d’'induire des OHN chez des rats sans lésion neurologique [220].
L’injection intramusculaire se faisait directement apreés la contusion médullaire et avant que les souris
ne se réveillent de I'anesthésie.

L’ensemble des souris avec contusion médullaire ayant recu 0,25 pg et 0,50 pg présentaient des OHN
dans la patte injectée de BMP-2.

Ce modele comporte 2 limites. La premiere est le choix de la 1ésion médullaire par contusion qui peut
se révéler partielle et donner lieu a une récupération motrice des pattes arrieres. Le modeéle ne permet
pas de reproduire la lésion de facon consistante et risque d’aboutir a des résultats hétérogenes et
difficiles a interpréter. La seconde est I'injection intramusculaire de BMP-2. Nous avons vu plus haut
que les protéines de la famille des BMP sont de puissants inducteurs de 'ostéogénese. Dans I'étude de
Engstran et coll, dont s’est inspiré l'auteur, l'injection de BMP-2 permettait a elle seule le
développement de POA. De méme, Kang et coll. observaient des OH chez les souris SHAM pour la
contusion médullaire qui recevaient une concentration élevée de BMP-2 (0,50 pg) montrant ainsi un
effet seuil a partir duquel la 1ésion médullaire n’est plus indispensable a la formation de OH. L’injection
de BMP-2 ne permettait donc pas d’induire une lésion musculaire mais plutét d’augmenter
artificiellement le taux intramusculaire du BMP-2 permettant ainsi de déclencher les processus

d’ossification, ce qui I'éloigne de la pathologie humaine.

- Un an plus tard, Genét et coll. ont imaginé un autre modele de souris développant des OHN [221]. Une
section compléte médullaire au bistouri en T11-T12 a été préférée a la contusion par lacher de poids
de facon a n’obtenir que des lésions totales de la moelle épiniere. L’atteinte musculaire était
provoquée par l'injection transcutanée d’'une myotoxine protéique appelée cardiotoxine (CDTX) dans
les muscles ischio-jambiers. Ce composé est purifiée a partir du venin du naja africain Naja Pallida et
entraine une lyse cellulaire des myocytes, des cellules de soutien et dans une moindre mesure,
endommage les cellules de la paroi vasculaire et des nerfs périphériques cheminant au sein du muscle
injecté [222]. L’injection intramusculaire avait lieu en fin de procédure chirurgicale et avant que les
souris ne se réveillent de I'anesthésie.

Dans ce modele, les souris développaient des OHN seulement si I'on associait une section chirurgicale
complete de la moelle épiniére entre T11-T12 et une injection intramusculaire (IM) dans les muscles
ischio-jambiers (CDTX) (Figure 1) [221]. Les OHN se développaient a partir du 3®me jour post-
opératoire chez la souris et leur volume était quantifié par mesure scannographique entre 3 et 21
jours apres la chirurgie (Figure 21 et 22).

La méthodologie pour ce modéle est plus largement détaillée dans le Chapitre 1.
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Figure 21. Modeéle murin développant des OHN.

Acquisition scannographique montrant des OHN dés 3 jours aprés section médullaire chirurgicale en
T11-T12 et injection de CDTX dans les muscles ischio-jambiers de la patte arriere droite et PBS dans
les muscles ischio-jambiers de la patte arriere gauche (controle).
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Figure 22. Cinétique d’évolution des OHN au cours du temps.

(A)llustration de OHN de la patte arriére droite sur acquisition scannographique, a différents temps
de la lésion médullaire et injection intramusculaire de CDTX. (B) Quantification du volume des OHN en
fonction du temps apres lésion médullaire et injection de CDTX. Chaque symbole représente une
souris. Les barres représentent la moyenne # écart type pour chaque groupe.

Le fait que cette injection soit réalisée au travers de la peau et non pas a ciel ouvert, ne permet pas
d’affirmer avec certitude que le produit est bien administré en intramusculaire. Ce geste est réalisé par
une équipe entrainée mais la précision de l'injection peut expliquer, en partie, la variation de volumes
des OHN observées. L'utilisation de la CDTX dans ce modele est novatrice en permettant de créer une
véritable nécrose cellulaire au sein du muscle et permet de s’affranchir de I'utilisation des BMP. Méme

si ce modele semble se rapprocher de la pathologie humaine, les NHO ne sont pas localisés autour de

I'articulation de la hanche mais sont présents au sein des muscles ischio-jambiers (Figure 22).

- En 2017, Shi et coll. ont préféré développer un modéle utilisant le rat [223]. Les auteurs réalisaient
un traumatisme cranien par l'impaction d’'un poids de 20 grammes, lacher d’'une hauteur de 35

centimetres sur le lobe pariétal droit aprés avoir préalablement retiré une partie de la boite cranienne.
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La lésion musculaire était remplacée par une section du tendon d’Achille de la patte arriére droite,
réalisée a ciel ouvert par 8 clampages successifs aux forceps, permettant une section complete du
tendon. Les rats combinant 1ésion cérébrale et section du tendon d’Achille présentaient 100% de OHN
aux controles radiologiques a 5 et 10 jours de la chirurgie ; alors que le groupe contrdle, n’ayant recu
que la 1ésion cérébrale et une simple incision en regard du tendon d’Achille (sans section tendineuse) a
développé des OHN pour 40% des rats a J+5 et 60% des cas a J+10 aprés la chirurgie.

On peut penser que la lésion cérébrale induite, bien que reproductible anatomiquement, peut étre a
'origine de symptomes plus ou moins sévéres et variables d’'un animal a I'autre. En effet, comme chez
I'humain, les hémisphéres cérébraux ont une activité asymétrique et complémentaire et ne sont pas
toujours identiques selon les animaux. De plus, la contusion cérébrale induite par le laché de poids
peut entrainer des lésions plus larges et invasives par une breche vasculaire, par exemple, qui peut
entrainer un saignement intracranien et aggraver les lésions initiales. L'cedéme cérébral créé par
I'impaction du poids sur le cerveau peut, également, étre différent selon les rats. La lésion cérébrale
par contusion parait plus difficilement reproductible d’'un animal a I'autre par comparaison avec la
lésion médullaire compleéte par section chirurgicale. Comme pour les modéles précédents, la section du

tendon d’Achille induite par clampages successif est peu probable en pathologie humaine.

Nous retiendrons de ces modéles qu'une lésion neurologique seule, sans dommage musculaire, ne
suffit pas a induire de OHN. Bien qu’une lésion tissulaire (muscle et/ou tendon) soit indispensable a la
constitution de OH et plus largement de OHN, les processus inducteurs de telles 1ésions restent
artificiels chez l'animal et ne permettent pas de reproduire la localisation péri-articulaire, si
caractéristique des OHN.

Plusieurs hypothéses restent encore a tester pour tenter d’expliquer l'origine et le type de lésion

nécessaire a 'apparition de OHN.

2.2.3 A I'échelle cellulaire, quels sont les mécanismes en cause dans la/les lésion(s) musculaire(s) ?

a) Autres mécanismes testés

L’équipe du Pr JP Levesque (Brisbane, Australie) ont testé, a partir du modele murin développant des
OHN de Genét et coll, des mécanismes autres que la cardiotoxine pour induire une lésion
musculaire[221,224]. Les souris ont toutes eu une section médullaire compléte chirurgicale entre T11

et T12. La méthodologie pour ce modele est plus largement détaillée dans le Chapitre 1.

Une premiere expérience a consisté a injecter dans les muscles ischio-jambiers de la patte arriére
droite, des lipopolysaccharides (LPS) a une concentration de 2,5mg/kg provenant d’Escherichia coli
0111:B4. Ce produit issu de la membrane bactérienne d’Escherichia coli, est un puissant inducteur de
I'inflammation. Comme nous 'avons évoqué plus haut, I'inflammation semble étre particuliérement

présente chez les patients développant des POA et POAN. L’hypothese ici, était donc de déclencher le
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processus conduisant a la formation de OHN en augmentant I'inflammation locale au sein du muscle,
immédiatement apres une lésion du SCN. La patte arriere gauche servait de contrdle et était injectée
de Phosphate-Buffered Saline (PBS). A 10 jours de la chirurgie, I'évaluation radiologique ne visualisait

aucune OHN que ce soit dans la patte injectée de LPS ou dans la patte ayant recu du PBS.

Dans une seconde expérience, l'injection intramusculaire était remplacée par un écrasement des
muscles ischio-jambiers qui se rapproche d’avantage d’'un polytraumatisme que pourrait causer un
accident chez I'étre humain. Un poids de 132 kg était laché sur les muscles ischio-jambiers mis a nus,
d’'une hauteur de 15 cm pour un groupe de souris (Impact 1) (énergie de I'impact: 0,19 Joules) et 25
cm (Impact 2) (énergie de I'impact : 0.32 Joules) pour un autre groupe. Une fois de plus, aucune OHN

n’a été détectée lors de 'acquisition scannographique a 10 jours de la chirurgie.

Devant I'absence d’OHN visibles avec les 2 mécanismes précédents, une troisiéme expérience a
additionné l'injection de LPS et I'écrasement musculaire afin de se rapprocher un peu plus de la
pathologie clinique combinant régulierement atteinte du SNC, traumatisme périphérique et infection
systémique. Une injection de LPS 2,5mg/kg était réalisée dans les muscles ischio-jambiers,
immédiatement aprés I'’écrasement musculaire a 15 cm (Impact 1) et 25 cm de hauteur (Impact 2).
L’association de ces 2 mécanismes permettaient de former des OHN ce qui n’était pas le cas dans les
groupes avec écrasement musculaire seul ou avec injection de LPS isolée (Figure 22). De plus, les OHN
étaient plus volumineux lorsque I'’écrasement musculaire avait lieu d’'une hauteur de 25 cm plutot
qu’'une hauteur de 15 cm, tout en étant couplé a une injection intramusculaire de LPS 2,5mg/kg
(Figure 23). On peut observer que le volume des OHN reste faible comparativement aux volumes

obtenus apres injection de CDTX seule (Figure 22).
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Figure 23. Volumes des OHN a 10 jours Impact 1 et Impact 2 +/- injection de LPS.

(A) Images de scanners réalisés 10 jours apres lésion médullaire et écrasement musculaire d’'une
hauteur de 15 cm (Impact 1) ou 25 cm (Impact 2) +/- injection intramusculaire de LPS ; (B) Volumes
des OHN a 10 jours de la chirurgie, p<0.05*. Chaque symbole représente une souris. Les barres
représentent la moyenne + écart type pour chaque groupe.

Au terme de ces observations, il semble que la nécrose cellulaire, induite par la CDTX dans le modele
de Genét et coll,, soit indispensable a la formation de OHN, dans un contexte de 1ésion médullaire.
Cependant, en pratique clinique, les patients ne recoivent pas d’'injection intramusculaire de CDTX
pendant leur accident. De méme, tous les patients ne sont pas victime d'un polytraumatisme avec
fracture, luxation ou hématomes, c’est le cas des patients victime d'un AV(C, par exemple. Nous avons

alors pensé a d’autres hypothéses pouvant occasionner une nécrose musculaire : contexte septique

(sepsis et choc septique) et immobilité musculaire.

b) Autres hypothéses non testées

- Nous avons vu dans la premiére partie de cette thése que les patients a risque de développer des
POAN et POA sont sujets aux hospitalisations en réanimation et aux infections bactériennes (urinaires
et pulmonaires). La présence d'un sepsis ou bien d’'un choc septique sont tous deux des motifs
d’hospitalisation ou de maintien en réanimation et présentent comme point commun, une infection
initiale, le plus souvent bactérienne. Depuis 2016, le sepsis est défini comme une dysfonction d’organe
menacant le pronostic vital et causé par une réponse inappropriée de I'hote a une infection [225]. Le
choc septique correspond a un sous-groupe du sepsis et caractérisé par la présence d’anomalies
importantes circulatoires et métaboliques [226]. La mortalité hospitaliere du sepsis est estimée a 10%,
alors que celle du choc septique est d’environ 40% [225,226]. Les patients survivant a ces épisodes de

sepsis et choc septique présentent une perte musculaire généralisée. A la phase précoce d’un sepsis, le
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catabolisme musculaire peut étre bénéfique car il procure de la glutamine au systéme immunitaire,
entretient la glycogénese et la synthése des protéines dans le foie par la libération d’acides aminés
[227,228]. Cependant, lorsque le sepsis s’installe dans le temps, l'activité catabolique persiste
entrainant une dégradation musculaire [229] avec perte de protéines des cellules différenciées
(myofibrilles) mais aussi indifférenciées (cellules progénitrices musculaires, notamment cellules
satellites) [230,231]. Il en découle une atrophie et une faiblesse musculaire qui peuvent avoir des
conséquences clinique persistant jusqu’a 5 ans apres le sepsis initial [232,233].

Les infections et hospitalisations en réanimation ont largement été rapportées comme étant corrélées
a la survenue de POA et POAN par les études cliniques (cf partie ). Méme si les sepsis et chocs
septiques n’ont pas été directement décrits comme des facteurs de risque des POAN, ils pourraient
expliquer en partie, la dégradation musculaire responsable du développement ultérieur de POAN. Il
serait donc intéressant de tester cette hypothése par I'induction d'un sepsis chez des souris avec 1ésion
médullaire, mais sans injection de CDTX, pour voir si I'inflammation et la nécrose induites par un tel

sepsis sont suffisantes a 'apparition de POAN.

- Une lésion des tissus musculaires et conjonctifs péri-articulaires pourrait également étre provoquée
par la remobilisation des tissus suivant une période d’'immobilité, chez les patients admis pour soins
aigus. Ce point a été évoqué dans le paragraphe concernant la mobilisation articulaire en prophylaxie
primaire de l'apparition de POAN (voir section II). Il est commun a l'ensemble des patients
développant des POA et POAN. En effet, que ce soit suite a une atteinte aigué du SNC, une admission en
réanimation, une amputation traumatique ou encore une brilure grave, les patients sont
généralement au repos strict, installés dans un lit en décubitus dorsal. IIs restent, sauf exception, dans
cette position jusqu'a ce que I'amélioration clinique permette d’initier une mobilisation passive des
amplitudes articulaires par le kinésithérapeute. Le terme immobilité a, d’ailleurs, été préféré a celui
d'immobilisation car les patients, en dehors de fractures, ne nécessitent pas d’étre contraints a
I'immobilisation, il s’agit plutét d'une conséquence. De plus, on distingue immobilité et paralysie.
Comme nous le verrons plus bas, certains patients développent des POAN en zone non déficitaire,
faisant penser qu'il existe des facteurs systémiques expliquant de telles localisations.

Michelsson est le premier a s’étre intéressé a ce phénomene. Il a utilisé un modéle non neurologique
de lapin développant des OH au niveau de la patte arriére, ayant bénéficié d’'une prise en charge
alternant immobilisation sous platre et mobilisation articulaire intense (300 mouvements/jour). Ses
travaux concluaient que la formation de OH était la conséquence d'une distension musculaire forcée et
répétée sur des tissus préalablement immobilisés [86]. Izumi et coll. ont appliqué le protocole de
Michelsson a I'identique sur des rats spinalisés. Les résultats étaient exactement superposables a ceux
de Michelsson, que les rats soient spinalisés ou non, apportant la notion que la mobilisation devait étre
intense (vs. douce) pour engendrer la formation d’'une OH [87]. Dans ce dernier modele, [zumi et coll.

soulignaient que la lésion médullaire, contrairement a leur prévision, ne permettait pas d’augmenter le
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nombre d’animaux développant des OH ni d’augmenter leur volume, une simple mobilisation intense
des tissus préalablement immobilisés était suffisante. Cependant, I'analyse histologique différait selon
que les animaux avaient été spinalisés ou non. Les rats avec section médullaire présentaient des OH
issues d'une ossification endochondrale, alors que les rats sans la section médullaire, avaient
développé des OH via un processus d’ossification intramembranaire.

Au regard de ces observations, on peut émettre I'hypothese selon laquelle si le(s) muscle(s) paralysé(s)
dans les suites d’une lésion neurologique centrale n’est/ne sont pas mobilisé(s) dés l'arrivée du
patient en milieu hospitalier. Les tissus péri-articulaires (capsule, tendons, muscles, fascia) subissent
alors des changements architecturaux et moléculaires irréversibles. Lorsque le membre est a nouveau
mobilisé passivement, ces mémes tissus font I'objet de 1ésions entrainant inflammation et nécrose qui
déclencheront la formation de POAN via un processus de régénération cellulaire anormal. Les résultats
précliniques permettent également de suggérer que la survenue de POAN et l'ossification
endochondrale sont favorisées par la lésion neurologique centrale. Ces hypothéses feront

prochainement I'objet d’'un projet collaboratif de recherche transversale.

2.3 Inflammation locale

2.3.1 Bone Morphogenic proteins

Ces 10 dernieres années ont été marquées par 'identification des BMP comme des acteurs importants
de la régulation de I'ostéogénése [234,235]. Des progrées ont été faits dans la compréhension des voies
de signalisation du BMP dans les ossifications hétérotopiques, notamment au travers de la
multiplication de modéles animaux visant a explorer les OH acquises [235]. Ces modeles
hyperexpriment généralement la voie de signalisation du BMP par l'utilisation d’implants d’hydrogel
ou des matrices en polymere disposées dans le muscle, par I'injection intramusculaire de BMP, ou
encore par 'administration d’'un systéme permettant la transduction cellulaire des voies du BMP [18].
L’augmentation des concentrations locales de BMP permet a elle seule, I'apparition d’ossifications

ectopiques [18].

La voie de signalisation du BMP a été plus rarement étudiée dans le cadre des OHN. Seuls Kang et coll.
ont utilisé le BMP-2, a faible concentration, dans un modéle murin, permettant d’induire le
développement de OHN [218]. Ils ont montré une augmentation intramusculaire de plusieurs des
protéines de la famille du BMP aprés contusion médullaire isolée (sans injection combinée de BMP):
BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMP-9 [218]. En revanche, I'expression des récepteurs du BMP 1 et 2 reste
similaire au groupe SHAM pour la lésion médullaire.

Dans le modele de Genét et coll,, Kulia et coll. ont mis en évidence une importante augmentation des
BMP-2, BMP-4 et BMP-7 dans le muscle prélevé chez des souris a 2 jours de la 1ésion médullaire.

Les protéines du BMP semblent donc participer a la formation d’'OHN mais les preuves ne sont pas
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suffisantes aujourd’hui pour I'affirmer.

Les BMP sont principalement sécrétées par les cellules stromales de 'environnement tissulaire mais

aussi par les macrophages [18].

2.3.2 Hypoxia inducible factor alpha

L’hypoxie et la nécrose cellulaire du tissu musculaire ont préalablement été évoquées comme des
piliers dans la survenue de POAN [221,224]. Pendant 'ostéogénese, la réponse a I'hypoxie est régulée
par I'Hypoxia Inducible Factor alpha (HIF-1a), un facteur de transcription. Récemment, un grand
nombre d’études utilisant des modeéles génétiques et acquis d’ossifications hétérotopiques ont indiqué
qu'une augmentation du taux de HIF-1la pourrait participer a leur formation [236,237]. Lorsque le
niveau d’oxygéne devient insuffisant, HIF-1a est hydroxylé et devient une cible a détruire [238,239].
Pour cette hydroxylation, HIF-1a a besoin de fer et d’oxygéne qui sont absents en cas d’hypoxie
[238,239]. De ce fait, on assiste a une accumulation rapide de HIF-la qui atteint le noyau ou il
augmente I'expression de Vascular endothelial growth factor alpha (VEGFa), le principal régulateur de
I'angiogéneése [239]. Angiogéneése et ostéogénese sont fortement intriquées lors du développement des
os et de la réparation fracturaire. HIF-1a est alors nécessaire au maintien et a la différenciation des
préchondrocytes pendant 'ossification endochondrale [238].

Ala phase précoce suivant une atteinte médullaire traumatique, HIF-1a a été retrouvé dans les 1ésions
inflammatoires médullaires et périphériques [65]. C’est également ce qui a été observé dans un
modeéle animal de FOP par Wang et coll. [236]. Bien que le modéle d’ossification hétérotopique
reproduise une maladie génétique, le type d’ossification endochondrale est commune avec les OHN et
les POAN. Dans cette étude, les auteurs constataient que I'’hypoxie au sein des lésions inflammatoires
était particulierement importante et que HIF-1a augmentait I'intensité et la durée de la liaison entre
les BMP et leur récepteur. Le blocage de HIF-1a par un antagoniste, permettait de rétablir une 1ésion
physiologique entre BMP et récepteur. Les auteurs constataient aussi une réduction considérable de la
taille des ossifications hétérotopiques [236].

D’autres équipes ont également observé la réduction d’os ectopique dans des modeles de OH acquises
[237,240,241]. Dans un modele de ténotomie, Zimmermann et coll. inhibaient HIF-1a par I'utilisation
d'un antibiotique, I'échinomycine qui bloque la fixation de I'ADN au facteur HIF-1a [241]. Son
utilisation réduisait de facon significative le volume des OH. D’autres inhibiteurs de HIF-1a ont été
testés, le PX-478, un traitement anti-cancéreux et la rapamycine, de la classe des immunosuppresseurs,
avec les mémes résultats sur le volume des OH que I’échinomycine [237]. A l'issue de ces observations,
les auteurs suggéraient que l'inflammation et ’hypoxie provoquaient, via HIF-1a, une activation
exagérée du géne ACRVI, ce qui expliquait I'amplification de la voie de signalisation du BMP
conduisant a la formation d’OH [237].

L’effet du blocage de HIF-1a n’a toutefois jamais été testé dans un modeéle de souris développant des
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OHN. Le partage de la méme voie d‘ossification endochondrale avec la FOP, fait penser que les
résultats seraient trés probablement similaires. Cependant, I'importance de 'angiogénese suivant une
lésion aigué du SNC ameéne a reconsidérer l'utilisation d’inhibiteurs de HIF-1a qui pourraient aggraver

les 1ésions initiales et compromettre la récupération neurologique.

2.3.3 Récepteur nucléaire de I'’Acide Rétinoique

La voie de signalisation de I'acide rétinoique régule la croissance et le développement du squelette
[242]. Pour engager l'ossification endochondrale, le taux d’acide rétinoique doit baisser car une
activation continue des récepteurs nucléaires de I'acide rétinoique (RAR) diminue la chondrogénese et
la différenciation des précurseurs chondrocytaires [243]. Il existe plusieurs sous-unités pour ces
récepteurs dont les RAR«a et les RARYy.

La chondrogénese étant le pivot de l'ossification endochondrale conduisant aux ossifications
hétérotopiques dont les POA, I'activation des RAR a fait 'objet de plusieurs études cherchant a
prévenir 'apparition de ces formations ectopiques [244-246]. Shimono et coll. ont montré que les
ossifications ectopiques créées par l'implantation d’'un matrigel imprégné de BMP-2 dans la partie
ventrale de 'abdomen d'une souris, voyaient leur volume se réduire aprés administration d'un
agoniste des RARa, le NRX19518 [246]. Une analyse par microarray des genes des OH, a révélé une
réduction de l'expression de génes clefs dans la formation d’OH dont le VEGFa, certains genes
impliqués dans la chondrogénese (Sox9, collagéne 10 et 11) et d’autres impliqués dans I'ostéogénese
(famille des BMP et Runx2) [246]. Ces résultats suggérent qu'un traitement par agoniste des RARa
pourrait réduire la taille des OH par I'inhibition de la formation de cartilage et de I'angiogénése.
D’autres études récentes indiquaient que l'activation des RARy aurait également un effet anti-OH
[245,247]. Dans un autre modele animal développé par Shimono et coll, la combinaison d'un
traumatisme local et de I'implantation d’'une éponge collagénique imbibée de BMP-2 dans le triceps
sural, résultait en la formation de larges ossifications ectopiques. Un traitement par agoniste des RARy
permettait de prévenir leur apparition [246]. Pavey et coll. ont récemment examiné l'effet d'un
agoniste des RARy, le palovaroténe sur un modéle de rat développant des OH [245]. Ce modéle de
polytraumatisme cherchant a reproduire les blessures des soldats avec amputations traumatiques,
consistait en l'association de blessure par blast, fracture fémorale, compression musculaire du
quadriceps conduisant a I'amputation du membre dans la zone traumatisée et inoculation de
Staphylococcus aureus résistant a la methicilline [245]. L’analyse des génes présents au sein du muscle
de l'extrémité du moignon aprés administration de palovaroténe retrouvait une réduction de
I'expression de genes importants dans la chondrogénese (Sox9 and collagen2a1) et dans I'ostéogénése
(ostéocalcine, BMP-2, BMP-4 et Runx2). De plus, le traitement permettait de réduire le volume des
POA formées sur le site de I'amputation lorsqu’il était commencé entre 1 et 5 jours suivant le
traumatisme.

Les études explorant l'activation des RARy ont proposé '’hypothese selon laquelle les agonistes des

RARy agiraient en réduisant le signal des BMP. Ce qui aboutirait a I'inhibition de la différentiation des
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chondrocytes et donc la chondrogénése conduisant a réduire I'apparition d’ossifications ectopiques. Ce
traitement parait prometteur devant le fort potentiel anti-ostéogénique et anti-chondrogénique
retrouvé dans les études précliniques. Il fait actuellement I'objet d'un essai clinique de phase 2 dans la
FOP. Les premiers résultats montrent une diminution significative du nombre et de la taille des
ossifications ectopiques chez les patients FOP traités par comparaison au groupe contrdle

(http://clementiapharma.com/phase-2-part-open-label-extension-trialpalovarotene-treatment-

patients-fibrodysplasia-ossificans-progressivacontinues-positive-trends/). L’efficacité du traitement

chez les patients a risque de développer des POA acquises n’a pas encore été étudiée mais devrait faire

I'objet d’études a venir.

2.3.4 Neuroinflammation

La neuroinflammation est présente a I’échelle locale mais aussi systémique.

L’équipe de Salisbury et coll. s’est beaucoup intéressée aux mécanismes inflammatoires médiés par le
systéme nerveux périphérique dans des modeles d’ossifications hétérotopiques induites par
I'administration de BMP-2 [248]. L’expression de BMP-2 intramusculaire, chez la souris, permettait la
formation d’os ectopique endochondral a 7 jours de I'injection. Les auteurs ont montré que le BMP-2
présent localement dans le muscle, stimulait des nerfs sensitifs via les récepteurs a la capsaicine
(TRPV1) permettant ainsi, le relargage de substance P (SP) et de calcitonin gene related peptide
(CGRP). Ces molécules entrainaient le recrutement de mastocytes et leur dégranulation. Les agents
ainsi relargués (rérotonine, tryptase et chymase) permettaient I'activation et la différenciation
cellulaire en ostéoblastes [248]. Cette expérience, reproduite a I'identique chez des souris dépourvues
de neurones sensitifs (TRPV1-/-), permettait une diminution majeure des OH. De méme, lorsque la
dégranulation des mastocytes était inhibée par 'administration de cromolyn, la taille des OH était

significativement réduite.

Le réle du systéme nerveux périphérique a spécifiquement été étudié dans le modele de Genét et coll.
Une premiére étude a consisté a sectionner les nerfs crural et ischiatique de la patte arriere droite,
également injectée par de la CDTX dans les suites d’'une BM [249]. La patte controlatérale, servait de
contrdle et était injectée de CDTX seule. Contrairement a ce qui était attendu, les auteurs observaient
une augmentation significative du volume des OHN dans la patte arriére dénervée apres section du
nerf crural et ischiatique (p=0,03). En effet, 'hypothése en sectionnant les nerfs périphériques, était
d’obtenir une diminution de la neuro-inflammation locale via la sécrétion de substance P et donc une
réduction du volume des OHN. De facon tout aussi surprenante, 1 souris sur 2, du groupe SHAM pour
la BM mais ayant recu de la CDTX associé a une dénervation périphérique par section des nerfs crural
et ischiatique de la patte arriére droite, a développé des OH (NS) [249]. Une seconde expérience

bloquant la jonction neuromusculaire par des injections de toxine botulique, retrouvait des résultats
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superposables (voir chapitre 2) [249].

Ma et coll. rapportaient une augmentation de 'expression du BMP-2 apres 1ésion du nerf ischiatique
qui contribuerait a la régénération axonale des neurones sensitifs [250]. Cette observation permet de
relier les résultats de Salisbury a ceux de Debaud et Salga et pourrait expliquer I'apparition de OH dans

le modele d’OHN avec dénervation périphérique.

L’altération de la barriére hémato-neuronale a également été évoquée pour expliquer I'apparition de
POAN. Une fois la cascade de neuroinflammation activée, se produit une migration de cellules
périneurales et épineurales provenant du nerf périphérique endommagé. Les cellules de la région
périneurale modulent l'expression et l'activation de la matrix metallopeptidase 9 (MMP9), une
protéine essentielle dans la régulation de I'ouverture de cette barriere [251]. La BMP-2 serait capable,
chez la souris, de passer cette barriére trés rapidement aprés lésion, afin d’activer des cellules

spécifiques de I'épinevre.

Les résultats suggerent donc une implication majeure du SNP dans la modulation du signal conduisant
a la formation de POAN. Toutefois, d’autres études sont nécessaires de facon a préciser les mécanismes

de neuro-inflammation.

2.4 Lésion aigiie du SNC
Les POAN peuvent étre diagnostiquées suite a différentes atteintes du SNC. Dans tous les cas, la 1ésion
survient de fagon aigiie et subite ce qui va engendrer un grand nombre de modifications organiques et

fonctionnelles.

2.4.1 Dérégulation du systéme nerveux autonome (SNA)

Dans la section concernant les facteurs de risques cliniques identifiés dans la survenue de POAN, nous
avons vu que les crises neuro-végétatives chez les patients traumatisés craniens tout comme les
lésions médullaires hautes (cervicale ou thoracique) sont en lien avec une dysfonction du SNA.

Les centres végétatifs s’étendent du cerveau (hypothalamus) a la moelle épiniere, en passant par le
tronc cérébral. Les centres orthosympathiques se situent dans la moelle thoracique entre T3 et T13. IIs
influencent le systeme immunitaire via les ganglions post-synaptiques qui se projettent sur la rate et
les fonctions endocriniennes (glandes surrénales). Les symptémes vont donc dépendre du niveau de
I'atteinte neurologique [252].

Le role du SNA est difficile a étudier, méme en recherche fondamentale sur des modeéles animaux, car il
assure le fonctionnement des fonctions vitales et toute manipulation peut entrainer un état critique.
Toutefois, sa participation dans I'ostéogénese des POAN est fort possible par son innervation double
du systeme endocrinien et immunitaire tous deux impliqués dans le métabolisme osseux [253]. Ils

sont chacun traités dans les paragraphes suivants.
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2.4.2 Dérégulation endocrinienne

Il est déja établi qu'une atteinte du SNC, notamment suite a un TC peut occasionner un déréglement de
'axe hypothalamo-hypophysaire [254,255]. Les études suggerent que les patients avec un TC léger ou
modéré sont plus a méme de récupérer leur fonction pituitaire au cours du temps que les patients TC
graves qui peuvent garder des dysfonctions endocriniennes chroniques sévéres [254].

Des déreglements endocriniens peuvent aussi survenir apres atteinte médullaire. Il a été rapporté que
les patients avec BM gardent un taux de cortisol urinaire élevé plusieurs mois suivant I’accident,
suggérant une dysfonction prolongée de l'axe hypothalamo-hypophysaire [256]. Le cortisol est
essentiel a 'ostéogénese, mais un taux élevé sur le long terme augmente la résorption et réduit la
formation osseuse conduisant ainsi a une fragilisation de la structure osseuse [253].

Lucin et coll. retrouvaient chez des souris spinalisées en T9 (au sein des centres médullaires
sympathiques) et en T3 (au-dessus des centres médullaires sympathiques) des taux sanguins
similaires mais toujours plus élevés chez les souris avec BM que dans le groupe controle. Les résultats
étaient identiques qu'il s’agisse d’'une contusion ou d'une section de la moelle épiniére et montraient
un déréglement de I'axe corticotrope quel que soit le niveau et la gravité de la BM [257].

Une autre étude précisait I'action du cortisol sur 'os. Il modulerait I'action de certaines cytokines
inflammatoires (interleukine-1 alpha) qui dans un second temps agiraient sur la formation, et la

résorption osseuse ainsi que la production de prostaglandines [258].

2.4.3 Dérégulation du systéme immunitaire

Les lésions du SNC déclenchent l'activation de systéme immunitaire inné mais aussi acquis. Les
patients sont particulierement a risque de développer des infections apres atteinte neurologique
centrale. Ce phénomene est principalement attribué a la 1ésion neurologique et peut étre aggravé par
d’autres facteurs iatrogéniques, métaboliques mais aussi par la sédentarité [252].

De nombreuses cytokines inflammatoires telles que la C-reactive protein (CRP), IL-6, colony
stimulating factors (CSF), Parathyroide Hormone (PTH), PAL et TNF- a sont sécrétées pas les cellules
de I'immunité innée et sont présentes dans la circulation sanguine dés la premiére heure suivant la
lésion aiglie du SNC [81]. Ce phénomene contribue a la cicatrisation des tissus endommagés. 1l a
également été montré que ces méme cytokines inflammatoires participent a la différenciation de

cellules progénitrices en cellules osseuses conduisant a la formation de POAN [176].

Le systeme immunitaire acquis est également affecté par les atteintes du SNC [252,257]. Lucin et coll.
ont montré que des souris spinalisées en T9 avaient un taux d’anticorps circulants et de noradrénaline
dans la rate identique aux souris controles. Dans le groupe spinalisé en T3, les auteurs observaient une
diminution de la synthese d’anticorps et du taux de noradrénaline au sein de la rate. Ils expliquaient

que 'immunosuppression était la conséquence de I'action de la noradrénaline sur les récepteurs 2-
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adrénergiques. De facon assez surprenante, on assistait a une réversibilité de I'immunosuppression
par l'utilisation d’'un antagoniste aux récepteurs [32-adrénergiques [257].
Ces résultats montrent l'effet niveau dépendant de la lésion neurologique centrale sur

I'immunosuppression dont les effets sont médiés par le SNA.

2.4.4 Potentiel ostéogénique

Plusieurs études cliniques ont prouvé qu’il existe un facteur humoral responsable d’'une accélération
de la cicatrisation des fractures osseuses et une augmentation de l'ostéogénése aprés TC et BM
pouvant expliquer la survenue de POAN [217,259].

Cadosh et coll. a comparé le potentiel ostéoinducteur de sérum provenant de 3 populations de
patients : 1) traumatisés craniens séveres, 2) avec fractures de membre et 3) sains [260]. Les sérums
étaient mis en cultures avec des cellules progénitrices musculaires pendant 3 semaines. A la lecture
des résultats, ils ont constaté que le sérum provenant des patients TC avait augmenté de fagon
significative la prolifération des cellules progénitrices musculaires et leur différentiation
ostéoblastique, comparativement au groupe de patients avec fractures et au groupe de sujets sains. Ils
concluaient que le TC permettait le relargage de substances ostéoinductrices dans la circulation
générale stimulant la prolifération et la différentiation des cellules progénitrices musculaires en
cellules osseuses.

Gautschi et coll. ont méme suggéré l'existence d'un effet ostéoinducteur dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) chez les patients apres TC [261]. Dans cette étude, les auteurs comparaient le pouvoir
ostéoinducteur du LCR prélevé chez des patients TC avec d’autres patients victimes d’'une pathologie
cérébrales non traumatiques et des sujets sains. Ils ont pu mettre en évidence la prolifération et la
différentiation de précurseurs musculaires plus importante chez les patients TC, confirmant les effets
du LCR sur la stimulation ostéogénique in vivo. Cependant, le taux des protéines dosées (BMP-2, BMP-

4, BMP-7) était similaire entre les différents groupes.

Des équipes de recherche fondamentale se sont intéressées au pouvoir ostéoinducteur des protéines
de la famille du BMP. IIs montraient une augmentation intramusculaire de plusieurs protéines suite a
une lésion de la moelle épiniére : BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMP-9 [218,224]. Ces résultats appuient le
role de la lésion neurologique dans la libération de facteurs ostéogéniques pouvant expliquer
I'apparition de POAN.

Comme évoqué plus haut, les BMP ont une action de réparation des astrocytes dans le SNC en cas de
lésion [204]. Il est possible qu'il y est une diffusion systémique des protéines BMP en cas de lésion

neurologique par rupture de la barriére hémato-méningée.

2.5Facteurs systémiques
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2.5.1 Attestation de la présence de facteurs systémiques

Des facteurs systémiques sont relargués dans la circulation sanguine aprés section médullaire et
injection de CDTX [221]. Deux expériences ont permis d’arriver a cette conclusion.

Dans son modele, Kang et coll. avaient injecté une dose de 0,25 pg de BMP-2 dans le triceps de la patte
avant droite, en zone sus-1ésionnelle, dans les suites d'une contusion médullaire [218]. Quinze jours
apres la chirurgie, I'analyse scannographique retrouvait des OHN chez 75% des souris ayant recu
BMP-2 et contusion médullaire. Aucune des souris controle (SHAM pour la lésion médullaire) n’avait

développé d’OH.

Une expérience du méme type a été menée sur le modele de Genét et coll. Elle a consisté a injecter la
CDTX dans la patte avant droite et du PBS dans la patte avant gauche (contréle), en zone sus
lésionnelle et donc non paralysée. Des POAN se sont développées dans les muscles injectés de CDTX
dans la patte avant droite, 8 jours apres la chirurgie alors qu’aucune POAN n’était visible dans la patte
contrdle. Dans la seconde expérience, du sang circulant de souris était recueilli 4 jours apres BM et
injection de CDTX. Il était ensuite mis en culture avec des cellules progénitrices musculaires issues de
souris naives. Aprés 2 semaines de culture, une minéralisation a pu étre observée uniquement dans le
groupe BM+CDTX, confirmant la présence de facteurs systémiques circulant [221]. Par la suite, des
travaux ont été menés dans le but d’identifier ces facteurs inflammatoires systémiques selon deux
hypotheéses, la premiere empruntant la circulation sanguine et la seconde, cheminant via le systéme

nerveux périphérique.

2.5.2 Facteurs inflammatoires libérés dans la circulation systémique
a) Oncostatine M

L’oncostatine M (OSM) est connue pour étre une protéine inflammatoire dotée d'un fort pouvoir
ostéogénique [262,263]. Une expérience a consisté a appliquer le modéle murin de Genét et coll. a des
souris « knock-out » (KO) pour le géne du récepteur de 'OSM (Osmr-/-). Sept jours apres la chirurgie,
le groupe KO pour le géne Osmr présentait des OHN 3 fois plus petites que les souris controles
sauvages (C57BL/6) (p<0,05) [3]. De plus, dans le muscle ischio-jambier injecté avec de la
cardiotoxine, 'OSM s’accumulait autour des OHN chez les souris ayant subi une BM alors qu’il y avait
une régénération musculaire normale sans OHN et sans accumulation d’OSM dans les ischio-jambiers
injectés avec de la cardiotoxine sans BM [3]. Ce résultat est en faveur d’'une participation de I'OSM
dans la formation de OHN.

Chez I'humain, cette cytokine a été dosée dans le sang de patients avec POAN, a des taux
anormalement élevés en comparaison avec la population générale saine. Ces dosages étaient effectués
en pré-opératoire de 'exérese chirurgicale des POAN, a des temps variables suivant la 1ésion du SNC et
d’évolution des POAN. L’OSM a également été retrouvée en grande concentration, localement, sur le

site de développement de POAN, lors de I'analyse histologique des pieces opératoires [3].
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Une expérience in vitro a mis en évidence que la sécrétion locale d’OSM est assurée par les
macrophages activés, favorisant ainsi la différenciation des cellules progénitrices musculaires en
cellules ostéogéniques et la minéralisation du tissu adjacent [3].

Récemment, le modéle murin a servi a I'exploration de la voie de signalisation de 'OSM [264]. Tout
d’abord, il a été montré que la BM était a I'origine d'une augmentation de l'infiltration de monocytes et
de macrophages inflammatoires au sein du muscle endommagé par l'injection de CDTX et que ces
cellules produisaient de 'OSM. In Vitro, la liaison de 'OSM a son récepteur OSMR présent sur les
cellules progénitrices musculaires (cellules satellites et interstitielles), déclenchait I'activation de la
tyrosine kinase JAK1/2, a l'origine de la phosphorylation et activation du facteur de transcription
STAT3. Il a été montré qu'une BM associée a une lésion musculaire entrainait une augmentation et une
persistance prolongée de la phosphorylation de STAT3 dans le muscle endommagé. Cette
augmentation persistait jusqu’a 2 semaines, uniquement dans le muscle ou se forme les OHN. Dans le
modeéle murin développant des POAN, l'inhibition de JAK1/2 par linhibiteur de tyrosine kinase
spécifique, ruxolitinib, a permis de diminuer la phosphorylation de STAT3 dans les muscles
endommagés par de la CDTX mais ainsi de réduire le volume des OHN [264]. Cette voie de
signalisation apparait comme une cible thérapeutique intéressante et fait I'objet des nouveaux travaux.
Cependant son utilisation pourrait étre limitée par le fait que le ruxolutinib peut induire anémie et

thrombopénie [265].

b) Matrixmetalloproteinase

Le taux sanguin de matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9) est augmenté apres TC et BM [266,267], alors
qu'il a été montré que I'inhibition de MMP-9 améliore les aspects neurocomportementaux apres TC et
la fonction locomotrice apres BM [268,269].

Rodenberg et coll. ont suggéré que la MMP-9 pourrait étre un biomarqueur permettant de détecter la
survenue d’'OH a un stade précoce de leur formation par son role sur la réorganisation de la matrice
extracellulaire [270]. Cependant, dans ce modéle murin d’OH induit par BMP-2, I'augmentation du taux
de MMP-9 était détectée dans le muscle ou se formait les OH par une méthode de tomographie par
émission de positons. Les auteurs n’ont pas mesuré les concentrations sanguines de MMP-9 chez les
souris avec versus sans OH.

D’autres auteurs ont également proposé les MMP-9 comme potentiels biomarqueurs des POAN devant
leur implication dans la chondrogénése et I'angiogénese, indispensables a I'ossification endochondrale

[271].

c) Interleukines
Des études récentes ont montré que I'élévation des concentrations sériques de certaines cytokines
inflammatoires chez les soldats blessés au combat étaient corrélées au développement de POA
[272,273]. Dans cette population de patients, Evans et coll. rapportaient une élévation du taux d’IL-10,
IL-6 et MCP-1 comme des cytokines aidant au diagnostic de POA [272]. Ces trois cytokines ont été
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précédemment identifiées comme étant impliquées dans le métabolisme osseux [274-276]. L'IL-6
stimule l'ostéoclastogénése de par son mécanisme d’ostéorésorption mais elle joue aussi un role
important dans la différenciation ostéoblastique et la stimulation de la formation osseuse [274]. C'est
pourquoi, I'l[L-6 circulante pourrait étre un marqueur du développement des POA et par extension, des
POAN.

Forsberg et coll. ont suggéré une corrélation entre POA et augmentation du taux sérique d’'IL-3 et
réduction de I'lL-12p70 [273]. L'II-3 est connue pour étre un stimulateur de la différentiation des
cellules mastocytaires qui, comme nous I'avons vu plus haut, contribue a la formation de POA [248]. La
relation entre I'[L-12p70 et POAN reste peu claire, cependant, cette cytokine pourrait étre une
nouvelle piste dans les mécanismes physiopathologiques conduisant au développement de POAN.

Il est important de noter que les études de Evans et Forsberg ont été réalisées chez des blessés
militaires. Les 1ésions multiples et hétérogenes peuvent étre source de facteurs confondants dans
I'augmentation du taux sériques des cytokines inflammatoires suscitées et remettre en question leur
role dans la survenue de POA. Malgré ces limitations, les résultats de ces études sont importants car ils
peuvent étre utilisés pour établir un seuil de sévérité a partir duquel, les patients deviennent plus

susceptibles a la survenue de POA.

L’identification de biomarqueurs semble importante pour préciser plus finement et de fagon précoce
les patients a risque de développer des POA. C’est ce que nous mettons en place au travers de I'étude
BENTHOS avec la constitution d’'une banque de tissus biologiques qui permettra de rechercher dans le
sang, l'urine et le liquide céphalorachidien, de molécules d’'intérét identifiées comme participant a
’élaboration de POAN d’aprés les études menées dans le modele animal de Genét et coll. (voir chapitre
5).

2.5.3 Facteurs inflammatoires systémiques cheminant via le SNP : la substance P

La substance P est un neuropeptide, qui entre autre, transmet la réponse physiologique a la douleur
depuis les récepteurs connectés au systeme nerveux périphérique jusqu’a la corne postérieure de la
moelle épiniére. Il est produit par les neurones mais aussi les ostéoblastes et les macrophages. La
substance P a été rapportée comme participant au mécanisme de neuro-inflammation, en favorisant la
formation des OH dans les modéles génétiques de FOP et les OH acquises [248,277].

Pour tester le réle de la substance P dans les POAN, des souris ayant été spinalisées et injectées avec
de la CDTX (modele de Genét et coll.), se voyaient administrer un antagoniste sélectif du récepteur
NK1R, le RP67580, visant a bloquer l'action de la substance P. Les souris du groupe contréle
recevaient le véhicule seul. L’administration de RP67580 a permis de réduire de 30% le volume des
OHN comparativement au groupe contrdle (p=0,04), indiquant que la substance P semble contribuer
au développement ainsi qu’a la sévérité des OHN [221].

Le taux de substance P a, par ailleurs, été dosé dans le plasma de patients avec POAN et comparé a des
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sujets sains volontaires. La concentration plasmatique en substance P était significativement plus

élevée dans le plasma des sujets avec POAN comparativement au sujets sains (p=0,002) [221].

2.5.4 Perspectives

Les travaux réalisés chez les patients apres 1ésion du SNC et dans le modéle murin développant des
OHN ont montré que I'OSM, les tyrosines Kkinases JAK1 et JAK2 et la substance P pourraient étre des
cibles thérapeutiques potentielles pour contrer I'apparition de OHN et par extension de POAN.
Cependant, d’autres cytokines inflammatoires, telles que I'interleukine-1 béta (IL-1f), sont également
dérégulées chez les patients neurologiques et leurs réles dans la pathogenese des OHN et des POAN
restent a identifier (Alexander KA, Tseng HW, Girard D, Genet F, Banzet S, Levesque JP, résultats non
publiés).

Par ailleurs, les risques liés a l'utilisation de telles drogues, a une phase précoce de prise en charge,

dans les suites d’une atteinte neurologique grave restent a identifier.

2.6 Macrophages et cytokines

2.6.1 Réle clef des macrophages activés

Le modeéle murin de Genét et coll. a mis en évidence le réle clef des macrophages activés dans la genése
des OHN [221]. En effet, une déplétion totale des cellules phagocytaires (macrophages et ostéoclastes)
avec du clodronate chargé dans des liposomes, avait permis de réduire d’'un facteur 11, la taille des
OHN lorsqu’on compare au groupe controle (p < 0,05) [221,278]. Ceci prouve que les phagocytes
infiltrant le muscle endommagé par la cardiotoxine jouent un réle majeur dans le développement
d’OHN. Un role des ostéoclastes a été exclu car l'administration concomitante de zoledronate,
biphosphonate permettant de détruire sélectivement les ostéoclastes, augmentait la taille des OHN

dans ce modele [221].

Ces observations concordent avec les expériences réalisées sur des souris sauvages ou la déplétion des
macrophages (ostéomacs), présents dans 'os de fagon physiologique, provoquait une perte rapide des
ostéoblastes et stoppait la formation osseuse [214]. De plus, la déplétion des macrophages d’une
culture de cellules souches mésenchymateuses permettait de prévenir leur différenciation en
ostéoblastes, alors que leur réintroduction, rétablissait la différentiation ostéogénique des cellules
souches.

Les ostéomacs assurent également un rdle dans le maintien de la fonction des niches
hématopoiétiques de cellules souches mésenchymateuses. Une déplétion de ces macrophages
provoque une perte de la fonction des niches hématopoiétiques par la fuite des cellules souches depuis
la moelle osseuse vers le sang circulant [214]. De facon assez similaire aux os longs, les OHN sont bien
structurées avec la présence d'une moelle osseuse hématopoiétique. Cette population de macrophage

est donc indispensable a la différentiation ostéoblastique, au maintien de la fonction de la moelle
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osseuse hématopoiétique et participe, également, au développement des OHN [3].

Il a été préalablement montré que deux catégories de macrophages sont recrutées sur les lieux de
fractures osseuses et de régénération musculaires: les M 1, macrophages pro-inflammatoires
survenant a la phase initiale et les M 2, macrophages anti-inflammatoires, supportant la réparation
tissulaire et intervenant plus tardivement. Il est possible que dans les OHN, I'un ou l'autre de ces

macrophages, voire les 2 participent a la génese des OHN et par extension, des POAN.

Les macrophages sont responsables de la sécrétion de plusieurs cytokines inflammatoires :

I’Oncostatine M, les BMP et les IL, entre autres.

2.7 Cellules musculaires progénitrices

L’origine cellulaire des POAN est encore mal connue. Comme I'écrivent Lees-Shepard et coll. dans leur
article, il est raisonnable de penser que seul un faible nombre de types cellulaires adultes ait le pouvoir
de se différentier en cellules osseuses [279]. Les cellules progénitrices conduisant a la formation de
POA peuvent avoir deux origines. Elles peuvent étre présentent localement dans le muscle et son tissu

conjonctif, ou bien, provenir de la circulation sanguine.

Genét et coll. avaient montré le potentiel ostéogénique de plusieurs types cellulaires provenant du
muscle de souris naives aprés 3 semaines de mise en culture dans un milieu ostéogénique : cellules
satellites (Scal-CD34+), interstitielles (Scal+CD34+) et souches progénitrices (Scal-CD34-); et de la
moelle osseuse : cellules souches mésenchymateuses (CD31-Scal+ et Scal-CD34-) [221]. Des résultats
similaires étaient trouvés lors de la mise en culture de cellules musculaires prélevées autour de POAN
excisées au bloc opératoire [221]. Ces résultats suggéraient que les POAN pouvaient provenir de la
différenciation de cellules présentes dans le muscle.

Cependant, il peut exister une différence de résultats entre études réalisées in vivo et in vitro illustrant
la nécessité d'interpréter les résultats issus des systemes de cultures cellulaires avec précautions car
ils sont réalisées dans des environnements encourageant 1'ostéogénése et peuvent conduire a des

résultats différents in vivo [279].

L’étude de la provenance des cellules pouvant étre impliquées dans le développement de POA a été
facilitée ces derniéres années par le marquage cellulaire (Cre/LoxP) et les techniques de
transplantation cellulaires permettant de suivre leur mouvement et de confirmer ou non leur potentiel

ostéogénique.

Nous avons vu précédemment (1.1.3. Régénération musculaire) que les cellules satellites du muscle

sont la principale source permettant la réparation du tissu musculaire en condition physiologique
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[178]. Elles s’activent en réponse a un traumatisme musculaire et proliférent rapidement générant un
grand nombre de myoblastes qui se différencient ensuite en myocytes, puis fusionnent pour former les
myotubes [178]. Bien que ces cellules soient essentiellement destinées a assurer la régénération
musculaire, elles ont rapidement été identifiées comme étant de bon candidats a la formation de POA
car elles sont uniquement trouvées dans le muscle et présentent un potentiel ostéogénique
lorsqu’elles sont mises en cultures avec du BMP [280]. Toutefois, les études utilisant le marquage
cellulaire et la technique de transplantation montrent clairement que les cellules satellites ne
contribuent pas a la survenue de POA in vivo que ce soit dans les formes génétiques d’ossifications

hétérotopiques ou les POA acquises [281-283].

En plus des cellules satellites, dans le muscle squelettique adulte, résident d’autres types cellulaires
pouvant jouer un role dans le processus de régénération musculaire et possédant un potentiel de

différenciation ostéogénique.

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) présentes dans la moelle osseuse ont plusieurs fois
montré leur capacité a I'élaboration d’une ossification endochondrale in vitro, lorsqu’elles sont mises
en culture dans des conditions favorisantes (hypoxie et/ou présence de TDF-$) [284,285]. Dans
certains cas, I'implantation in vivo de CSM suivant une période de différentiation cellulaire in vitro,
conduisait a la formation d’os endochondral contenant une moelle osseuse dans une cavité centrale
[286]. Parce qu’elles proviennent de le moelle osseuse, les CSM sont toujours considérées comme la
source principale de toutes les cellules ostéoprogénitrices que I'on peut trouver dans le corps humain
et les études de tracabilité de cette lignée cellulaire indiquent la migration et l'installation
intramusculaire des CSM par voie intraveineuse [287]. Cependant, la migration de ces cellules vers le
muscle apres lésion tissulaire est controversée, remettant ainsi en question leur contribution dans le
développement de POAN [288]. Dans une revue de la littérature, Lees-Shepard et coll. suggéraient que
I'os ectopique était initié localement par des progéniteurs résidents musculaires, comme les cellules
progénitrices mésenchymateuses (CPM), et que les CSM participaient plus tardivement a la croissance
et au remodelage osseux [279].

Les CPM sont multipotentes et capables de se différencier en cellules osseuses mais aussi en
chondrocytes ou encore, en adipocytes [289].

Une étude clinique a consisté a isoler des CPM de patients polytraumatisés de guerre avec POA versus
sans POA [290]. Les auteurs mettaient en évidence un taux plus important de CPM engagées dans la
voie d’ostéogénese dans le muscle des patients polytraumatisés avec POA que dans le groupe de
patients sans POA [290]. Par la suite, Jackson et coll. montraient que les CPM présentaient un profil
ostéogénique comparable aux CSM issues de la moelle osseuse qui avaient été exposées a un milieu
favorisant I'ostéogénese in vitro [291]. Il semblerait qu'un seuil soit a atteindre pour que les CPM aient

le pouvoir de se différencier en cellules osseuses. Ce niveau seuil serait dépendant de plusieurs
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facteurs associés a la 1ésion tissulaire comme le niveau de la réponse immunitaire générée, le degré de

lésion vasculaire associée et/ou I'’hypoxie tissulaire induite [289].

Les cellules interstitielles, aussi appelée progéniteurs fibro-adipogeniques (FAP) ont récemment été
décrites comme une population PDGFRa+SCA1+ de cellules multipotentes résidant dans l'interstitium
du muscle strié squelettique mais ne sont pas exclusives de ce tissu [179,282,292]. Ces cellules sont
toujours trouvées proches des vaisseaux mais sont différentes des péricytes. Bien que les FAP
résidents musculaires supportent la régénération musculaire en condition physiologique, il n’ont pas
la capacité de contribuer directement a la formation de myofibrilles [292]. L’apparent manque de
capacité myogénique associé avec leurs marqueurs de membranes spécifiques, différencient les FAP
des autres types de cellules progénitrices résidentes musculaires [179,279]. C’est une population
dense au sein du muscle qui joue un réle clé dans ’homéostasie du tissu, tant dans son fonctionnement
normal qu’a l'issue d'une lésion [293,294]. Dans les suites d’'un traumatisme, les FAP proliférent
rapidement. Dans les cas ou les FAP ne parviennent pas a revenir a leur niveau pré-traumatique,
s’accumule de facon pathologique un tissu graisseux et fibrotique, qui altére l'architecture et la
fonction musculaire [179,292,295]. Alors qu'’ils ont été nommés initialement d’apres leur potentiel
fibrogénique et adipogénique, les FAP possedent aussi un pouvoir ostéogénique apres stimulation par
un milieu permissif en culture [179,282,292]. Wosczyna et coll. ont montré que les FAP contribuent de
facon majeure a la formation d’'OH induit par I'administration de BMP-2 in vivo [282].

Le role des FAP n’a pas été étudié directement dans les POAN, cependant ces cellules pourraient étre
incriminées dans leur développement. En effet, cette population cellulaire est directement affectée par
la BM (prolifération, fibrose et activation de STAT3-IL-6, voie inflammatoire) [296]. De plus, les FAP
sont impliqués dans l'ossification des FOP, a l'inverse il existe des arguments contre l'implication
d’autres cellules et notamment, les cellules satellites [279,295]. L'implication de ce type cellulaire dans
I'initiation des OHN fait actuellement I'objet de recherche au sein de notre équipe (Pr Banzet, D. Girard,

M.C. Le Bousse Kerdiles, Pr Levesque, K.A Alexender, H.W. Tseng, résultats non publiés).

D’autres types cellulaires comme les cellules endothéliales, les péricytes ainsi que les progéniteurs
tendineux et ligamentaires ont été évoqués comme étant des précurseurs a I'apparition d’ossifications
hétérotopiques [279]. L’implication des cellules endothéliales et des progéniteurs tendineux et
ligamentaires dans linitiation des POA est tres controversée. Les études ne permettent pas,
aujourd’hui, de conclure a leur participation dans le développement de POA [279].

Les péricytes apparaissent comme de bons candidats a la différenciation ostéoblastique conduisant
aux POA car ils ont le pouvoir de se différentier en plusieurs types de cellules mésenchymateuses
pendant les processus de réparation tissulaires ainsi que dans certaines pathologies [297]. En
revanche, leurs marqueurs cellulaires spécifiques sont encore mal identifiés ce qui ne permet pas a

I'’heure actuelle de les incriminer formellement dans la formation de POA, notamment par la technique
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de marquage cellulaire dans les modéles murins développant des OH [279].

2.8 Différenciation cellulaire vers les POAN

Les analyses histologiques des POA et POAN étaient parfois contradictoires montrant des processus
d’ossification tant6t endochondrale, tantdt intramenbranaire et parfois, un mélange des deux
[298,299].

L’étude de Foley et coll. a récemment permis de préciser les différents types d’ossifications selon la
pathologie initiale, sur un grand nombre d’échantillons issu d’exérése de POA humains [4]. [l n’y avait
pas, dans leur échantillon, de formation osseuse ectopique secondaire a une pathologie génétique. La
population de patient était essentiellement constituée de POAN : 7 survenues apres TC, 2 apres BM et
2 apres AVC. Six POA sont apparues suite a un polytraumatisme et 2 apres arthroplastie.

L’ensemble de tissus provenant de POA montraient I'évidence d’une formation osseuse endochondrale,
quel que soit la cause ayant conduit a la formation de POA. Les auteurs n’ont trouvé aucun argument
histologique en faveur d'une ossification intramembranaire.

Cette étude a également différencié 6 étapes dans le développement des POA, indépendamment de

leur taille et de leur maturité (Figure 24).

Figure 24. Les 6 étapes de développement des POA.

(1) infiltration lymphocytaire périvasculaire, (2) migration lymphocytaire dans le tissu, (3)
Fibroprolifération réactionnelle, (4) néovascularisation, (5) formation cartilagineuse, (6) Formation
osseuse endochondrale. Extrait de I’article Foley et coll. [4]
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Les lésions les plus précoces montrent une infiltration lymphocytaire avec migration depuis les
vaisseaux adjacents vers les tissus mous, principalement le tissu adipeux et fibreux et parfois la
migration de ces cellules se faisait vers le tissu musculaire (stades 1 et 2, Figure 24). L’origine
lymphocytaire de ces cellules a été confirmée par immunohistochimie ciblant le marqueur
membranaire CD45. Les étapes suivant montraient des aires de fibroprolifération comprenant tissus
conjonctif et collagéne ainsi que des vaisseaux sanguins natifs (stades 3 et 4, Figure 24). Plus tard, se
forment des flots cartilagineux avec maturation des chondrocytes suivis par la formation d’os

endochondral (stades 5 et 6, Figure 24).

La méme année, Torrosian et coll ont montré dans des POAN issus de piéces opératoires d’exéreses, la
présence d'une véritable niche hématopoiétique, composées de cellules souches multipotentes en plus
des ostéoblastes, ostéoclastes, chondrocytes et macrophages précédemment décrits [3,221]. De plus,
ils ont confirmé que cette moelle osseuse était bel et bien fonctionnelle en transplantant des souris

immunodéficientes, ainsi capables de reconstituer 'ensemble des éléments figurés du sang [3].

Les POA comme les POAN paraissent donc présenter I'ensemble des caractéristiques d’'un os haversien.

Toutefois, ce processus n’est pas issu de 'embryogénese mais bien d'un processus pathologique acquis.
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V. Articles et Etudes

Cette partie sera divisée en 5 chapitres qui ont fait 'objet d’études non encore publiées, publiées ou en

cours de publication.

CHAPITRE

Nom du chapitre

Etat

1

Effet de Tlinjection d’agents de paroi
bactérienne et inflammation induite sur le

développement des OHN chez les souris.

Non publié, fera I'objet d’'un publication commune

avec I’équipe de JP Levesque

2 Etudier I'impact de I'injection | Publié
intramusculaire de toxine botulique sur le | Blocking neuromuscular junctions with botulinum
volume des OHN dans le modelé murin: | toxin A injection enhances neurological
hypothése de la modulation du signal de la | heterotopic ossification development after spinal
JNM, notamment inflammatoire dans la | cord injury in mice
formation des OHN. Annals of Physical and Rehabilitation Medicine,
Volume 62, Issue 3, May 2019, Pages 189-192
https://doi.org/10.1016/j.rehab.2019.01.005
3 Etudier les facteurs inflammatoires | En cours de révision dans Journal Of Head
intervenant dans les processus de formation | Trauma Rehabilitation
de POAN a un stade précoce suivant un | Traumatism brain injury: if neurological damage
traumatisme cranien chez 'Homme. was not the key to the development of neurogenic
heterotopic ossification?
4 Etudier lefficacité sur la douleur d'un | En cours de révision dans Disability and
traitement par infiltration de corticoides au | Rehabilitation
site de développement de POAN chez | Corticosteroid injection is an alternative
I’'Homme. therapeutic strategy to treat pain in Neurogenic
Heterotopic Ossification: a Case Series.
5 Création d’'une banque de données clinico- | Demande de financement en cours

biologiques chez des patients hospitalisés

en services de soins aiglies pour la

recherche de marqueurs spécifiques
prédictifs, notamment inflammatoires, du
développement précoce de POAN chez

I'Homme « BENTHOS ».

National Health and Medical Research

United States Department of Defense
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CHAPITRE 1 : Effet de l'injection d’agents de paroi
bactérienne et inflammation induite sur le
développement des OHN chez les souris.

1. Introduction

L’inflammation semble étre un élément essentiel a la constitution de POA. En effet, I'inflammation
apparait comme le dénominateur commun de 'ensemble des pathologies dans lesquelles on peut voir
se développer des POA acquises: brulure étendues [21], amputations traumatiques [158], affections
neurologiques centrales [65,92], long séjour en réanimation [159]. Les études cliniques rétrospectives
s’accordent a dire que les patients a risque de développer des POAN sont porteurs de lourdes
séquelles neurologiques (atteinte médullaire complete, déficit moteur, hypertonie spastique) et ayant
développé de nombreuses complications (infections urinaires et pulmonaires, thromboses veineuses
profondes, escarres). Ces facteurs sont pourvoyeurs d’'inflammation mais ce terme est assez général.
Nous allons tenter de préciser son role dans la genése de POAN au travers de ce travail.

On imagine l'inflammation comme pouvant étre «systémique », en conséquence a l'accident
neurologique central et des lésions associées mais aussi «locale » par atteinte des tissus péri-
articulaires. En effet, a la phase précoce, I'inflammation « systémique » peut étre « aspécifique » et liée
a l'atteinte du systeme nerveux central (stress, dysrégulation du systeme nerveux autonome et du
systéme immunitaire) mais aussi aux défaillances d’organes associées (fractures de membres,
atteintes thoracique, abdominale, périnéales...), a des chirurgies, a I'utilisation de drogues interférents
avec les mécanismes de linflammation. L'inflammation « systémique» peut également étre
« spécifique » d’'une infection bactérienne. En I'absence d’infection, on peut également imaginer qu’'une
circulation bactérienne puisse se faire par translocation bactérienne depuis le tube digestif dans le

cadre d'un stress aigu.

Pour tenter de préciser ces mécanismes, la premiere partie de ce travail de thése sera axé sur
I'exploitation du modéle murin développant des OHN. Dans un souci de clarté, il s’agira tout d’abord,
de décrire le modéle animal développant des OHN. Ensuite, nous étudierons I'effet de deux produits de
dégradation d’agents infectieux, les Lipopolysaccharides (LPS) puis 'acide Lipoteichoic (LTA) comme
médiateur inflammatoire sur la taille des OHN. Afin de se rapprocher de la pathologie humaine, nous

observerons enfin, I'effet de I'administration systémique de LPS sur la taille des OHN.
2. Matériel et méthode général du modele murin développant des OHN

2.1 Population

L’ensemble des procédures expérimentales utilisées dans nos études ont été approuvées par le comité
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d’éthique d’expérimentation animale de 1'Université du Queensland (Australie). Les expériences que
nous avons réalisées impliquaient toutes des souris femelles, C57BL/6, agées entre 5 et 6 semaines.
Ces souris provenaient de I’ « Animal Resource Centre » (Perth, Australie). La souris Mus musculus a
été choisie car son génome est bien caractérisé et il existe de nombreuses souches consanguines
homogénes et de nombreuses souches avec des modifications génétiques bien identifiées pour étudier

la pathogenese de différentes maladies au niveau moléculaire.

2.2 Procédures expérimentales

Les souris étaient anesthésiées par une injection intrapéritonéale (IP) de 100 mg/kg de kétamine et 10
mg/kg de xylazine, préalablement reconstitués dans une solution saline stérile. Le mélange était
injecté a une dose de 100 uL/10 g de poids corporel. Les animaux recevaient de I'isoflurane 1%, en
inhalation au masque, s’ils n’étaient pas suffisamment anesthésiés. Une laminectomie était réalisée en
T11 et T12. On procédait ensuite a la section médullaire chirurgicale a I'aide d'un scalpel, entre ces 2
mémes vertebres, en condition stérile. Enfin, les muscles et la peau étaient suturés. Les animaux
SHAM pour la 1ésion médullaire étaient anesthésiés selon le méme protocole, la peau et les muscles
étaient incisés en regard de T11 et T12 puis suturés, sans laminectomie. Avant d’étre suturés et
toujours sous anesthésie générale, les souris recevaient une injection de CDTX (L8102, Latoxan,
France) a la dose de 0.32 mg/kg dans les muscles ischio-jambiers de la patte arriére droite. La patte
controlatérale servait de controdle et était injectée avec un volume équivalent de PBS. Aprés suture des
muscles et de la peau, les souris recevaient une injection sous cutanée de 20mg/kg de ciprofloxacine
pour prévenir une éventuelle infection du site opératoire et de la buprenorphine a la concentration de
0.075mg/kg a visé antalgique. Les souris étaient ensuite laissées sur une plaque chauffante a 37°C
jusqu’a leur réveil avant de regagner leur cage d’origine. Pour prévenir la survenue d’infections
urinaires sur vessie neurologique suite a la section médullaire, les vessies étaient vidangées
manuellement 2 fois par jour par des mouvements délicats d’expression vésicale et du
sulfamethoxazole/trimethoprim (Bactrim® ; sirop pédiatrique, 50/10 mg/kg) était administré par
voie orale et mélangé a 'eau de I'abreuvoir. Les souris étaient autorisées a bouger librement dans la
cage et disposaient de nourriture et d’eau ad libitum. Un examen soigneux était effectué de fagcon

quotidienne tout au long de I'expérience.

2.3 Préparation des échantillons

Les souris étaient euthanasiées par asphyxie au CO; 7 jours apres la chirurgie. La peau et les viscéres
étaient retirés. Le bassin et les membres inférieurs étaient prélevés en un bloc et placés dans un tube
de 50 ml rempli de paraformaldehyde 4% dans une solution de 0.15M NaCl tamponnée avec 10mM de
phosphate de sodium pH=7.4 (PBS) fraichement préparé. Les échantillons étaient ensuite disposés sur
une plaque rotatoire en chambre froide a 4°C et le paraformaldehyde était changé a 24 heures. Apres

48 heures, les tubes étaient vidés et le paraformaldehyde était remplacé par du PBS contenant 0,1% de
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NaNg.

2.4 Acquisition scannographique

L’acquisition scannographique a été réalisée une fois les échantillons fixés par le paraformaldehyde et
placées dans le PBS. Le systéme Inveon PET-CT (360° rotation, 180 projection, 80kV and 500 pA)
(Siemens, Medical Solutions Inc.) a permis d’obtenir des images avec une résolution de 36 um et une
reconstruction d'images de I'échantillon en 3 dimensions (3D) a partir des acquisitions axiales. La
détection et I'analyse quantitative du volume des OHN se faisait par une technique de soustraction
entre la masse musculaire entourant les OHN et le squelette osseux de la souris (hanche, fémur, tibia,

fibula).

2.5 Analyses statistiques

Les données quantitatives sont exprimées par la médiane et la distance inter-quartiles [IQR]. Les
comparaisons univariées utilisent le test de Mann-Withney pour les variables quantitatives. Les
comparaisons multivariées utilisent le test Kruskal-Wallis. Tous les tests statistiques utilisés donnent
des valeurs signicatives pour une valeur de p < 0.05. Les analyses statistiques sont réalisées a partir du

logiciel GraphPad Prism version 8 (GraphPad Sofwares, La Jolla, CA).

3. Inflammation étudiée au travers du modeéele murin développant des OHN

3.1 Inflammation locale, intramusculaire par des lipopolysaccharides

3.1.1 Objectif
L’objectif de ce travail était d’étudier 'effet d’'une inflammation locale, intramusculaire, sur la taille des

POAN en utilisant un modele de souris 1ésés médullaires, développant des OHN.

3.1.2 Matériel et méthode supplémentaire

Le LPS, composant de la paroi des bactéries Gram-négatives, a été utilisé pour stimuler I'inflammation
locale. 11 était purifié a partir de la paroi d’Escherichia Coli 0111: B4. Le LPS a été injecté a différentes
doses sous forme de titration (de 0,023 a 1,25 mg/kg), alors que la cardiotoxine était injectée a la
méme dose dans tous les groupes (0,32 mg/kg).

Nous avons comparé deux groupes de souris spinalisées, le premier groupe (n=8) recevait une
injection de CDTX seul dans les ischio-jambiers de patte arriére droite et le second groupe (n=4 a 8
pour chaque concentration de LPS), une injection concomitante de cardiotoxine et de LPS dans le
méme site. Un troisieme groupe (n=7) était SHAM pour la BM et se voyait injecter de la CDTX en
association a du LPS selon le méme schéma de titration de dose (figure 25). La patte arriére gauche
servait de contrdle et était injectée de PBS. Les résultats combinent 2 expériences indépendantes avec

4 souris dans chaque groupe. Seul le groupe SHAM + LPS 0,605 mg/kg ne comportait que 4 souris.
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Jour O 7

Q C57BL/6

Groupe 1: LM + CDTX + LPS Titration CT scan
Groupe 2: LM + CDTX acquisition post-mortem
Groupe 3: SHAM + CDTX + LPS Titration pourtous les groupes

Figure 25. Schéma expérimental

3.1.3 Résultats

La médiane du volume des OHN dans le premier groupe, apres BM + CDTX, était de 15.75 mm3
[8.7;17.0].

Dans le second groupe de souris BM, injecté avec des concentrations croissantes de LPS, la médiane
allait de 4.75 mm3[1.7;18.1] pour la plus faible concentration de LPS (0.023 mg/kg), a 91.5 mm3
[62.8;110.6] pour la plus forte concentration de LPS (1.25 mg/kg). Les résultats révélaient que
I'injection concomitante de LPS et de CDTX chez une souris spinalisée, augmentait de facon
significative la taille des OHN dés lors que la concentration de LPS est supérieure a 0.605 mg/kg
(p=0.027, Kruskal-Wallis test) (Figure 26 A et C) et que cette augmentation était dose-dépendante.

Dans le troisiéme groupe, SHAM pour la BM, aucune OHN n’était visible a 7 jours de la chirurgie, dans
la patte injectée de CDTX comme la patte injectée de PBS. De facon étonnante, on voyait des
ossifications apparaitre dans le groupe SHAM pour la BM, lorsque la CDTX et le LPS étaient
administrés de fagon concomitante en IM (Figure 26 B). La médiane était de 0,6 mm3[0.1; 1.8] pourla
plus faible concentration de LPS (0,023 mg/kg) et de 64.9 mm3 [24.3; 86.6] pour la plus forte
concentration de LPS (1,25 mg/kg). Comme pour le groupe avec BM, I'augmentation du volume des
OHN suit également une distribution dépendante de la concentration de LPS injectée. Lorsqu’on
compare le volume des OHN dans le groupe BM et le groupe SHAM pour la BM, on s’apergoit qu'’il
existe une différence significative entre les 2 groupes pour les différentes concentrations de LPS
injectées (p<0,05, Mann-Whitney test) a'exception de 0,605 mg/kg et 1,25 mg/kg (Figure 26 C).

Pour tous les groupes, aucune OHN n’a été visualisée dans la pattes arriere gauche injecté par du PBS.
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Figure 26. Volume des POAN (OHN) 7 jours apres chirurgie (BM ou SHAM) et injection de CDTX
+/- LPS (n=4 a 8 par groupe)

(A) Représentations scannographiques en 3 dimensions des OHN aprés BM et injection systématique
dans les muscles ischio-jambiers de la patte arriere droite, de 0.32 mg/kg de CDTX +/- injection de LPS
a des concentrations progressivement croissantes; (B) Représentations scannographiques en 3
dimensions des OHN du groupe SHAM pour la BM ayant rec¢u une injection IM de CDTX +/- LPS a des
concentrations progressivement croissantes; (C) Volume des OHN en fonction des concentrations de
LPS (mg/kg) injectées de facon concomitante a de la CDTX 0,32 mg/kg dans les muscles ischio-
jambiers de la patte arriére droite chez des souris BM (rond noir) ou SHAM pour la BM (carré bleu) ;
les résultats sont exprimés en médiane et interquartile ; comparaison des différents dosages de LPS
chez les souris BM avec le test Kruskal-Wallis, * p < 0,05, test de Mann-Whitney.

3.2 Inflammation locale musculaire par I'acide lipoteichoic

3.2.1 Objectifs

Nous avons vu précédemment chez des souris spinalisées que la présence intramusculaire de LPS,
produit de dégradation de membrane issus de bactéries BGN, additionné a la CDTX, augmentait le
volume des POAN. Nous avons cherché a valider cette hypothése pour un dérivé de la paroi de bactérie

Cocci Gram Positif (CGP), I'acide lipoteichoic (LTA).

3.2.2 Matériel et méthode supplémentaire

La paroi des bactéries CGP n’est pas composée de LPS mais de couches successives de peptidoglycanes
ancrés dans la membrane plasmique par des molécules d’acide lipoteichoic. Dans ces expériences,
nous avons utilisé un LTA purifié provenant de Staphylococcus aureus. Le LTA a été injecté a
différentes doses sous forme de titration allant de 1 a 10 mg/kg, alors que la cardiotoxine était injectée

a la méme dose dans tous les groupes (0,32 mg/kg).
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Nous avons comparé deux groupes de souris spinalisées, le premier groupe (n=8) recevait une
injection de CDTX seul dans les ischio-jambiers de patte arriére droite et le second groupe (n= 10 pour
chaque concentration de LTA), une injection concomitante de cardiotoxine et de LTA dans le méme
site. Un troisiéme groupe (n=4) était SHAM pour la BM et se voyait injecter de la CDTX en association a

du LTA selon le méme modéle de titration de 1 a 10 mg/kg (figure 27).

Q C57BL/6

Jour O 7

Groupe 1: LM + CDTX + LTA Titration CT scan
Groupe 2: LM + CDTX acquisition post-mortem
Groupe 3: SHAM + CDTX + LTA Titration pour tous les groupes

Figure 27. Schéma expérimental

3.2.3 Résultats

La médiane du volume des OHN dans le groupe contrdle avec BM + injection de CDTX seule était de
11,8 mm3 [7.7 ;15.2]. Dans les groupe BM + CDTX + LTA, la médiane du volume des OHN augmentait
avec la concentration de LTA administrée. Ainsi pour la plus faible concentration de LTA (1mg/kg), la
médiane du volume des OHN était de 24,3 mm3 [17.6 ;29.9] et augmentait jusqu’a 44,4 mm3 [35.8 ;59.1]
pour la dose de 10mg/kg de LTA administrée (figure 28). Chaque groupe de souris spinalisées et
injectées de CDTX + LTA était comparé au groupe contréle ayant recu uniquement de la CDTX. Les
volumes des OHN dans les groupes injectés par du LTA étaient statistiquement plus important en
comparaison aux volumes des OHN du groupe contréle ayant recu une administration de CDTX isolée
et ceux, quel que soit la concentration de LTA injectée (figure 28). Par ailleurs, chez les souris SHAM
pour la BM, on pouvait observer I'apparition de OH avec un volume supérieur ou égal a 1mm3 des
5mg/kg de LTA injecté de fagon concomitante a la CDTX. Les volumes mesurés restaient tres faibles
comparativement aux volumes des souris spinalisées recevant la méme dose de CDTX et LTA avec des

différences nettement significatives (figure 28).
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Figure 28. Volume des OHN 7 jours apres chirurgie (BM ou SHAM) et injection de CDTX +/- LTA
(n=4 a 10 par groupe)

(A) Représentations scannographiques en 3 dimensions des OHN aprés BM et injection systématique
dans les muscles ischio-jambiers de la patte arriere droite, de 0.32 mg/kg de CDTX +/- injection de
LTA a des concentrations progressivement croissantes; (B) Représentations scannographiques en 3
dimensions des OHN du groupe SHAM pour la BM ayant recu une injection IM de CDTX +/- LTA a des
concentrations progressivement croissantes; (C) Volume des OHN en fonction des concentrations de
LTA (mg/kg) injectées de facon concomitante a de la CDTX 0,32 mg/kg dans les muscles ischio-
jambiers de la patte arriére droite chez des souris BM (rond noir) ou SHAM pour la BM (carré rouge) ;
les résultats sont exprimés en médiane et interquartile ; comparaison des différents dosages de LPS
chez les souris BM avec le test Kruskal-Wallis, * p < 0,05, test de Mann-Whitney.

3.3 Inflammation systémique

3.3.1 Objectifs

Basé sur les observations précédentes, ce travail a cherché a déterminer si une inflammation
systémique a la phase aigué suivant l'atteinte neurologique, était capable d’engendrer, comme
I'inflammation locale, une augmentation de taille des OHN. En effet, en pathologie humaine, aucune
inoculation de LPS ou de LTA ne se produit de fagon locale. Lorsqu’un patient est victime d'un accident
neurologique, il peut présenter une inflammation systémique en lien avec I'atteinte neurologique, les
traumatismes associés ou encore des complications infectieuses. Il n’y a pas, a notre connaissance, de
cas rapportés dans la littérature de patiente avec OHN présentant une infection péri-articulaire causée
par un agent infectieux. En revanche, les fractures articulaires ou péri-articulaires des grosses

articulations survenant lors de I'atteinte neurologique peuvent étre le siege de formation de OHN
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[166]. Dans le but de mieux comprendre les mécanismes conduisant a la formation de OHN chez
I'homme, nous avons administré du LPS en intra-péritonéal (IP) pour mimer une inflammation

systémique.

3.3.2 Matériel et méthode supplémentaire

Dans ce travail I'ensemble des souris ont eu de maniere constante, une BM, une injection IM de CDTX
0.32 mg/kg dans la patte arriére droite et une injection du volume équivalent de PBS dans la patte
arriere gauche. Nous avons ensuite comparé trois groupes de souris. Le premier a recu une seule
injection IM de LPS 0.15mg/kg simultanément a l'injection de CDTX. Le second a bénéficié de 3
injections IP de LPS a la concentration de 1,25mg/kg et différées de 2, 4 et 6 jours par rapport a la
chirurgie. Le troisiéme groupe, comprenait des souris spinalisées avec injection de CDTX seule et
servait de groupe contrdle (Figure 29 A).

Le choix de l'injection répétée de LPS en IP dans le groupe 2 avait pour objectif de mimer les infections
que peuvent contracter les patients a la phase aigiie de 1'accident neurologique, lors de leur séjour
hospitalier (réanimation, chirurgie orthopédique...). Pour le groupe injecté IP, la concentration de 1,25
mg/kg et une premiére injection a 48 heures de la chirurgie ont été choisies au vue de résultats
préliminaires déterminant la dose de LPS a administrer et le délai de la premiére injection sans risquer
d’'induire de souffrance ou la mort de souris déja fragilisées par la chirurgie et I'injection concomitante
de CDTX. Concernant le groupe avec injection IM, la concentration de LPS retenue était de 0,15 mg/kg
et correspond a la dose minimale de la titration de LPS qui, injectée de fagon concomitante a la CDTX
chez une souris spinalisée, permettait I'augmentation significative du volume des OHN dans

I'expérience « 3.1 Inflammation locale, intramusculaire par des lipopolysaccharides ».
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Figure 29. Volume de OHN a 7 jours de la chirurgie + injection IM de CDTX avec injection IM de
LPS ou injection IP de LPS ou PBS

(A) schéma expérimental ; (B) Volume des OHN dans les différents groupes traités par BM+CDTX
(rond gris), groupe BM+CDTX+LPS IP (rond bleue) et groupe BM+CDTX+LPS IM (rond vert) ; les
résultats sont exprimés en médiane et interquartile ; * p < 0,05, Mann-Whitney test.

3.3.3 Résultats

La médiane du volume des OHN a 7 jours de la chirurgie était de 6.5 mm3 [2.9 - 9.5] pour le groupe
contrdle avec BM+CDTX+PBS IP. Pour le groupe BM+CDTX+LPS IP 1.25mg/kg, la médiane du volume
des OHN était de 13.6 mm3 [9.4 - 20.4] et de 71.2 mm3 [52.3 - 74.1] pour le groupe BM+CDTX+LPS IM
0.15mg/kg.

Les résultats mettent en évidence un volume des OHN significativement plus important dans le groupe
BM+CDTX+LPS IP par rapport au groupe BM+CDTX+PBS IP (p=0.045). La taille des OHN était cinq fois
supérieure dans le groupe BM+CDTX+LPS IM comparativement au groupe BM+CDTX+LPS I[P
(p=0.0005).

3.4 Discussion et conclusion

Les expériences 3.1 et 3.2 indiquent qu’une nécrose cellulaire, induite par I'injection de CDTX dans un
contexte de BM est indispensable a I'initiation d’'une OHN. Dans le groupe BM, l'injection de CDTX est
suffisante pour induire un processus d’ossification intramusculaire. En revanche, I'injection de CDTX

seul et sans BM, ne permet pas le développement de OH. De méme, nous avons montré dans une étude
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préliminaire, que I'injection IM de LPS seul, dans un contexte de BM, ne suffisait pas au développement

de OHN, méme a forte concentration (voir partie III 2.2.3 et Figure 25) [224].

Si la CDTX associée a une BM est suffisante a la formation de OHN, I'inflammation supplémentaire
créée par l'injection de LPS et de LTA, exacerbe le volume des OHN, avec un effet dose-dépendant. Il
semble donc que linflammation participe largement a la croissance des OHN et que plus
I'inflammation est importante, plus les OHN sont volumineux. Cette observation est importante car en
pratique clinique, les OHN symptomatiques sont généralement de grande taille et sont ceux qui font

I'objet d’'une résection chirurgicale.

Le LPS et le LTA sont deux agents pathogénes largement utilisés en recherche fondamentale pour
induire une inflammation. Ils stimulent le systeme immunitaire inné via des Toll like receptors (TLR),
une grande famille de récepteurs qui reconnaissent des motifs moléculaires caractéristiques des
micro-organismes ou PAMPs (pathogen-associated molecular-patterns). Le LPS issu de la paroi
d’Escherichia Coli stimule le TLR4 alors que le LTA, un constituant de la paroi de Staphylococcus aureus
(CGP), stimule les récepteurs TLR2 et TLR6. Le LPS et LTA sont capables d’activer de multiples
cascades de signalisation communes conduisant a l'enclenchement de processus inflammatoires
(production de cytokines, apoptose). Il existe plusieurs facons d’y parvenir : via le myddosome par la
liaison du LPS et LTA a leurs récepteurs TLR4 et TLR2/TLR6, le complexe TLR-myddosome peut étre
membranaire ou internalisé dans la cellule, ou via I'activation de I'inflammasome, NLRP3 pour le LPS

et NLRP7 pour le LTA (Figure 30)[300].
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Figure 30. Récepteurs et voies de signalisations induisant une réponse inflammatoire au LPS et
LTA.

(A) Trois récepteurs induisant I'activation de quatre voies de signalisation en réponse a l'inoculation
de LPS et conduisant a I'inflammation. (B) Trois récepteurs et voies de signalisations en réponse a
I'inoculation de LTA pour promouvoir I'inflammation. Extrait de I'article de Kieser et coll. [300]

NLRP7
inflammasome

De facon surprenante dans les études 3.1 et 3.2, I'injection IM de LPS ou de LTA en association avec la
CDTX chez les souris SHAM pour la BM, permettait la formation de OH et leur volume augmentait avec
la concentration de LPS ou de LTA administrée. Les résultats de 'étude 3.1 montrent une différence
non significative entre le groupe BM vs SHAM a partir de 0,605 mg/kg de LPS injecté en présence de
CDTX. Il existe donc un effet seuil au-dela duquel il y a assez de LPS pour faire des OH sans BM.
Lorsque l'inflammation, causée par de larges doses de LPS et LTA, est suffisamment importante, elle
peut devenir suffisante pour induire la formation de OH sans BM. En revanche, il y a toujours besoin
d’'une destruction musculaire comme celle provoquée par la cardiotoxine. Par extension,
I'inflammation apparait comme le dénominateur commun entre les différentes pathologies pouvant se
compliquer de OH. En effet, la littérature décrit des pathologies a haut niveau d’inflammation
(brulures étendues, amputation, long séjour en réanimation) dans lesquelles se développent de
volumineux OH et ceux indépendamment d’une lésion neurologique centrale [21,142,158]. De méme,

des modéles murins de OH apres brulure ou amputation suite a une explosion (blast) ont été publiés et
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ne font pas intervenir de 1ésion neurologique centrale [301,302]. Dans le cas des OHN, la lésion
neurologique pourrait participer a élever le niveau d’inflammation nécessaire a leur formation et leur
croissance. Si 'on prend 'exemple des grands brilés, ils présentent une atteinte profonde des tissus
mous dont le muscle, un grand déséquilibre hydro-sodé source de stress et contractent souvent des
infections cutanées, amenant LPS et LTA (voir partie Il Facteurs de risque divergents et Tableau 1).
L’association entre atteinte musculaire et inflammation (spécifique par les infections et non spécifique
via le déséquilibre hydro-sodé) peut alors expliquer que le seuil requis pour le développement d’'OH

soit atteint sans contexte de 1ésion neurologique centrale.

Si le LPS et le LTA sont deux agents capable d’induire une inflammation, le fait qu’ils soient issus de
parois bactériennes nous améne a penser que cette inflammation pourrait étre spécifique et en
rapport avec des infections a BGN ou CGP. En effet, nous avons pu voir dans la partie II que la présence
d’'infections est considérée comme un facteur de risque commun de développement des OH et des OHN
(Tableau 1). Il est donc possible que les pathogenes infectieux porteurs de LTA et LPS induisent, chez
I'animal comme I’humain, une augmentation du volume des OHN conduisant ainsi a la formation
d’OHN cliniquement génants. Cette hypothese a été testée a I'échele humaine au travers d’'une étude
rétrospective faisant I'objet du chapitre 3. Ce travail a été mené chez des patients traumatisés craniens
a un stade tres précoce suivant leur accident et cherchait des facteurs inflammatoires et infectieux qui

pourraient favoriser 'apparition d’OHN chirurgicaux.

N’ayant que trés peu de traumatisme ou d’inflammation locale en pratique clinique, nous avons fait
I'hypothese que I'inflammation systémique pourrait également étre a 'origine d’'une augmentation de
la taille des OHN. Ce point est abordé en 3.3 de ce chapitre. Dans cette étude, I'injection systémique de
LPS chez des souris BM+CDTX permettait de doubler le volume des OHN lorsqu’on compare au groupe
contrdle n'ayant pas regu de LPS. En revanche, l'injection locale de LPS en association avec la CDTX
induisait des OHN trés volumineuses (x5) en comparaison avec le volume d’'OHN aprés injection
systémique de LPS.

La limite principale de cette étude est la temporalité des injections de LPS qui était différente entre les
2 groupes selon que les injections aient lieux en IP ou en IM. Le LPS était injecté en IM de facon
concomitante a la CDTX, le méme jour que la BM alors que l'injection de LPS en IP se faisait a partir du
2¢me jour post-opératoire puis était répétée a J+4 et J+6. Nous avons fait ce choix car une injection
systémique de LPS a la concentration de 1.25 mg/kg au méme moment que la BM aurait trés
probablement été létale bien que non testée. Il est possible que la temporalité de I'inflammation par
rapport a la Iésion musculaire et BM soit importante pour induire de volumineux OHN. En effet, dans le
travail de Genét et coll. [221], les OHN commencent a étre visibles dés J+3 de la BM+CDTX. Les
injections de LPS IP a J+2, J+4 et J+6 sont peut-étre trop tardives pour avoir une action sur le volume

des OHN et ainsi se rapprocher des volumes obtenus avec une dose plus faible de LPS injectée a J+0 en
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IM.

Cette expérience permet tout de méme de conclure que I'inflammation systémique, est suffisante pour
augmenter le volume des OHN. Chez I'homme, il n’existe pas d’inoculation IM directe de LPS ou LTA.
Toutefois, une inflammation systémique importante pourrait alors expliquer '’exacerbation du volume
des OHN apres lésion du SNC. Cette observation est concordante avec les données de la littérature qui
retrouvent parmi les facteurs de risque cliniques conduisant a la formation d’OHN, des pathologies
participant a augmenter le niveau d’inflammation des patients. Fractures, chirurgies pour fractures,
infections pulmonaires et urinaires, passage en réanimation, thrombose veineuse profonde, escarres
sont autant de facteurs retrouvés chez les patients développant des OHN et sont également

responsables d’'une augmentation du niveau d’inflammation systémique.
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CHAPITRE 2: Etudier I'impact de [Il'injection
intramusculaire de toxine botulique sur le volume des
OHN dans le modele murin : hypothése de la modulation
du signal de la JNM, notamment inflammatoire dans la
formation des OHN.

L’hypertonie spastique apparait classiquement dans les suites d’une lésion neurologique centrale. Elle
est décrite dans certaines études cliniques comme étant un facteur favorisant la survenue de POAN et
par d’autres, c’est le développement de I'ossification ectopique qui est responsable d’'une exacerbation
de la spasticité.

Cette étude a été pensée initialement pour étudier le réle de I'hypertonie spastique dans le
développement des OHN, indépendament des autres variables confondantes retrouvées dans les
études cliniques rétrospectives. Nous avons utilisé la toxine botulique de type A (BTA), employée en
pratique clinique comme traitement focal de I'’hypertonie spastique, pour bloquer la jonction
neuromusculaire des muscles ischio-jambiers dans le modéle animal spinalisé développant des OHN.
Tres vite nous avons été confrontés aux difficulté d’évaluation de I'hypertonie spastique chez les
souris (méthodes d’évaluation non validées, petit animal), ce qui nous a conduit a modifier notre
hypothése de départ. Nous avons décider d’étudier dans ce travail, non pas l'effet de I'ypertonie
spastique sur la formation de OHN, mais le blocage de la jonction neuromusculaire par 'utilisation de
BTA sur le développement de OHN dans le modéle de souris spinalisées de Genét et coll. [221].

Un groupe de 13 souris avec BM + CDTX ont re¢u une injection de BTA dans la pate arriere droite et du
PBS dans la pate arriérre gauche, servant de controle. De facon surprenante, l'acquisition
scannographique a premi de mesurer des OHN 2 fois plus volumineux dans la pate arriere droite
injectée de BTA en comparaison aux OHN développés dans la pate arriére gauche. Il semble donc au
terme de cette étude que le blocage de la jonction neuro-musculaire par de la BTA localement, au site
de développement des OHN permette une augmentation de leur volume. Ces résultats questionnent le
réle de la jonction neuro-musculaire comme modulateur de linflammation locale. A 1’échelle
macroscopique, linhibitation de l'hyperactivité musculaire (spasticité) pourrait aggraver le

développement d’OHN. D’autres études sont toutefois nécessaire pour affirmer ces hypothéses.
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ABSTRACT

Objective: To test the role for muscle spasticity in the development of neurogenic heterotopic
ossifications (NHO), by blocking neuromuscular signaling with botulinum toxin in a murine model of
spinal cord injury-induced NHO.

Design: Basic research

Setting: Stem Cell Biology Laboratory, Cancer Care and Biology Program, Mater Research Institute-
The University of Queensland, Woolloongabba, Queensland, Australia

Participants: Spinal Cord Injury (SCI) was performed on 5-6-week-old C57BL/6 inbred mice (n=13
per group). Cardiotoxin 0.31mg/kg was injected intramuscularly into the right and left hamstring
muscles at the time of the surgery to promote NHO development.

Intervention: Botulinum toxin A (BTA) injections (20 U/kg) were administered at the site of NHO
formation in the right hamstrings 4 days prior to SCI, and weekly for 3 weeks to block neuromuscular
signaling. An equivalent volume of vehicle was injected in the contralateral site as control.

Main Outcome Measures: Twenty-one days post SCI, quantitative assessment of NHO volume within
each hamstrings muscle were performed using Micro-computed tomography scan (uCTscan).

Results: pCTscan analysis at day 21 revealed the development of NHO in 100% of mice in both
hamstrings with or without BTA. NHO volume average was 1.6 mm3 (* 1.0) in the left hamstrings
injected with PBS in contrast to 3.3 mm3 (* 1.4) in the right hamstrings injected with BTA. This
doubling of NHO volume in BTA-treated hamstrings was statistically significant (Wilcoxon matched-
pairs signed rank test, p = 0.013). Effectiveness of BTA was confirmed by a significant reduction in
BTA-injected muscle thickness and mass.

Conclusion: Our murine model of spinal cord injury-induced NHO suggests that local administration
of BTA by blocking NM] at the site of NHO formation exacerbates NHO development leading to an
overall increase in bone formation. Our findings question the role of NMJ junction in the modulation of
local inflammation but also question the status of muscle overactivity as a causal factor of NHO

developing after CNS damage in humans.

Abbreviations: ACh: acetylcholine; BTA: Botulinum Toxin type A; CDTX: cardiotoxin; CNS: Central
Nervous System; HO: Heterotopic Ossification; NHO: Neurogenic Heterotopic Ossification; NM]J:
neuromuscular junction; PBS: Phosphate-Buffered Saline; PNS: Peripheral Nervous System, SCI: Spinal
Cord Injury; siSCI: surgically induced spinal cord injury; TBI: Traumatic Brain Injury; UMN: upper

motoneuron
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Dear Editor,

Neurogenic heterotopic ossifications (NHOs) are benign ectopic bones that develop within the
muscle tissue surrounding extracapsular bone joints [1] after severe lesions of the central
nervous system (CNS) such as spinal cord injury (SCI) or traumatic brain injury [2]. NHOs are
often diagnosed late, thereby resulting in large ossifications causing joint pain and stiffness that
often progress to partial or complete joint ankyloses. Complications such as nerve and blood
vessel compression and skin bedsores occur further exacerbate patient morbidity. Occurrence of
NHO delays recovery from injury, interrupts rehabilitation programs and lengthens the hospital
stay [3]. There is no effective pharmacological treatment to reduce the burden of NHO. Surgical
resection of troublesome NHO remains the only treatment and provides some benefit for

mobility [3].

Several clinical studies have attempted to identify risk factors associated with NHO to stratify
predisposed patients [4]. We do not know whether muscle spasticity is a risk factor [4] or a
consequence of ectopic bone growth within the muscle [5]. Botulinum toxin type A (BTA) blocks
the a-motor neuron signals mediated by inhibiting the release of acetylcholine (Ach) at the
neuromuscular junction (NM]) within the muscle. Thus, it is currently injected locally in the
affected muscle to reduce troublesome spasticity [6]. Identifying specific risk factors such as
muscle spasticity from retrospective clinical studies is challenging without additional

mechanistic insights into the NHO pathogenesis.

The purpose of this study was to assess the role of NM] signaling during NHO development by
blocking NM] with BTA in a mouse model of SCI-induced NHO [7].

For CNS trauma-induced NHO, we developed the first mouse model of SCI-induced NHO in

non-genetically manipulated mice [7]. In this model, NHO formation requires the combination of

both SCI and local muscular damage caused by intramuscular injection of cardiotoxin (CDTX) [7].

Experiments involved female inbred C57BL/6 mice (5-6 weeks old) obtained from the Animal
Resource Centre (Perth, Australia). A 100 unit vial of onabotulinum toxin A (BOTOX?, Allergan
Australia) was diluted in 25 mL of 0.9% sodium chloride to obtain a 4 unit/mL stock
concentration. To determine the effect of blocking the NM] on NHO volume, female C57BL6 mice

(n = 13) were injected with a first dose of 20 U/kg BTA in the right hamstring muscle
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(corresponding to a 80 to 95 uL volume) 4 days before surgery for optimal NM] blockade on the
day of surgery [8,9] (Fig. 1A). Equal volumes of phosphate buffered saline (PBS) were injected in
left hamstring muscles as an internal control (right vs. left hamstrings) for each mouse. Mice
then underwent surgery for transection of the spinal cord between T11-T13 and intramuscular
injection of CDTX from the Naja pallida cobra in hamstring muscles of both hind limbs as
previously described [10]. BTA and PBS injections in right and left hamstrings, respectively,
were continued weekly for the next 3 weeks after surgery [8] (Fig. 1A). The endpoint of the
experiment was 25 days after the first BTA intramuscular injection. All mice were assessed for
health daily and remained healthy during the whole experiment despite their paraplegia,
without adverse events. Mice were housed at a maximum of 5 mice per cage. Water was
available in bottles, and food pellets were placed on the bottom of the cage to let paraplegic mice
easily access water and food. All experiments were performed after approval of the University of
Queensland animal ethics committee following National Health and Medical Research Council

recommendations.

To quantify NHO development, both hind limbs of mice underwent micro-CT (micro-CT) on
day 21 after SCI + CDTX treatment (Fig. 1B and Table 1) with an Inveon Positron Emission
Tomography/CT (PET-CT) multimodality system (Siemens Medical Solutions Inc.). The
parameters used for all scans and NHO volume quantification methods are in Supplementary
Methods. For muscle mass and thickness, inter- and intra-observer intraclass correlation
coefficients were not calculated and quantifications were not blinded. The median NHO volume
in muscles treated with BTA was 3.20 mm3 (interquartile range [IQR 2.20-4.45 mm3]), 2.9 fold
larger than the median NHO volume in muscles treated with PBS (1.10 mm3 [0.94-2.15 mm3], P

< 0.01) (Fig. 1B and Table 1). BTA had no effect on mineral density of NHOs (Fig. 1C and Table 1).

These data demonstrate that defective ACh signaling in response to BTA injection led to larger
NHO
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Fig. 1. Neurogenic heterotopic ossification (NHO) volume and mineral density in mouse hind
limbs by micro-CT at 21 days after spinal cord injury (SCI) + cardiotoxin (CDTX). A. Injection
schedule of botulinum toxin type A (BTA) in the right hamstring muscle and phosphate buffered
saline (PBS) in the left hamstring muscle. B. NHO volume (mm?3) was measured by micro-CT in
PBS-treated (open circles) and BTA-treated limbs (closed circles). Paired muscles for each
individual mouse are joined by a line. C. Mineral density in PBS- and BTA-treated limbs for
individual mice. Significance was calculated by paired t test (n = 13 mice). D. Representative 3-D

reconstructed CT images of NHO at 21 days after surgery. BTA (right hamstring) or PBS (left
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hamstring) injections.

Variable Treatment No. of mice Median [IQR] P-value2

NHO volume (mm3) BTA 13 3.20 [2.20-4.45] 0.006
PBS 13 1.10 [0.94-2.15]

NHO density (mg/cm3) BTA 13 1242 [1238-1251] NS
PBS 13 1224 [1217-1243]

Muscle thickness

(mm) BTA 5 1.34 [1.10-1.58] <0.0001
PBS 5 2.95 [2.79-3.13]

Muscle mass (g) BTA 5 0.59 [0.54-0.61] 0.0001
PBS 5 0.85[0.79-0.92]

Table 1: Assessment of mice with neurological heterotopic ossification (NHO) in limbs
treated or not with botulinum toxin A.
IQR, interquartile range; PBS, phosphate buffered saline; NS, not significant

a By paired t test.

To confirm whether the current regimen of BTA injections can successfully abrogate NM]
signaling and lead to loss of muscle mass [11], we injected a parallel cohort of naive mice (n = 5)
weekly with BTA or PBS in right and left hamstrings following the same treatment regimen but
without SCI and CDTX intramuscular injection (Fig. 2A). Hamstring thickness and mass were
measured 25 days after the first BTA injection. Right BTA-injected hind limbs showed major and
global muscle atrophy as compared with the contralateral side in all mice. The median thickness
of hamstrings injected with BTA was 1.34 mm (IQR 1.10-1.58), 2.2 fold lower (P < 10 4) than
that of contralateral hamstrings injected with PBS (2.95 mm [2.79-3.13]) (Fig. 2B and Table 1).
Hamstrings from both sides were collected and their mass was measured (Fig. 2C). Median mass
was significantly lower for BTA-injected than PBS-injected hamstring muscles (0.59 g [0.54-0.61]
vs. 0.85 g [IQR 0.7- 0.92], P = 10 4). Therefore, BTA treatment was effective in reducing

hamstring mass and thickness.
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Fig. 2. Effect of BTA injections on muscle thickness and mass. A. Injection schedule of BTA in
right hamstring muscle and PBS in left hamstring muscle. B. Thickness and (C) mass of left and
right hamstrings at 25 days after the primary injection of BTA or PBS. Paired muscles for each
individual mouse are joined by a line. Significance was calculated a paired t test (n = 5 mice). D.

Anatomical difference between the right (BTA-injected) and left (PBS- injected) hamstrings.
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To our knowledge, this is the first report of BTA injection for NM] blockage on NHO formation.
Interfering in NM] signaling led to enhanced NHO formation in a mouse model of SCI-induced

NHO.

Our study has a few limitations. First, we could not assess muscle spasticity in our mouse
model before and after BTA injection. Assessment of muscle overactivity in mice is challenging
because of small animal size and lower limb joint deformation after paraplegia. Muscle atrophy
has been found a common BTA side effect of denervation [11]; we quantified hamstring
thickness and mass to assess its efficacy instead of spasticity. We confirmed that BTA induced
amyotrophy because the thickness of BTA-injected mouse muscles was reduced by more than 50%
and mass was reduced by 30% versus muscles injected with PBS. We do not know whether
reducing muscle overactivity directly affected NHO development. Further experiments should be
performed, such as injecting BTA in other muscles accessible to clinical assessment (Disease
Activity Score response) [8], such as the gastrocnemius muscle. However, BTA is currently used
to treat focal muscle overactivity by blocking NMJ] in human pathology, so in our model,
neurosignaling and subsequent muscle overactivity was abolished by BTA injection. Thus, for
reducing muscle overactivity in humans by using BTA, we found major and global muscle
atrophy in the right BTA-injected hind limb versus the contralateral side in all mice, which may

exacerbate NHO volume.

Second, apart from blocking neuromuscular signaling, BTA has other important biological
effects including inflammation, satellite cell activation, oxidative stress, atrophy and metal cation
imbalance [12]. Repeated intramuscular BTA treatment causes profound and persistent loss of
muscle function and altered muscle structure. Pingel et al. [13] demonstrated that high doses of
BTA greatly altered muscle structural composition, and prolonged BTA treatment upregulated
the inflammatory cytokines interleukin 6 and transforming growth factor b1 in BTA-treated
muscles [13]. Furthermore, BTA activated macrophages dependent on Toll-like receptor 2,
thereby leading to enhance secretion of pro-inflammatory mediators such as nitric oxide and
transforming growth factor a. Consequently, structural and immune changes induced by BTA
injection may aggravate inflammation and muscle damage induced by CTDX injection in our

model, which may further exacerbate NHO formation.

Third, we used a high dose of BTA to maintain the blockage of NM] during the experiment.
Fortuna et al. suggested that most of adverse effects induced by BTA injection into muscle are
caused by the primary injection and that multiple injections of BTA do not produce cumulative

adverse effects [11]. Therefore, we believe that over-dosage is not a concern in our study.



Furthermore, our BTA treatment protocol, while aggressive, involves injecting BTA once a week
according to the work of Aoki et al. [8] in order to maintain efficient blockage of NM] throughout
the experiment. NHO development may occur concomitant with muscle deterioration in fibrosis
because NHO requires cell progenitors to develop under inflammatory conditions. Indeed, the
mouse model of SCI-induced NHO requires acute muscle damage induced by the injection of
CDTX from N. pallida snake venom. BTA injection probably increases muscle deterioration and

contributes to NHO development.

The characterization of muscle overactivity as a risk factor or a consequence on NHO
formation is still ambiguous. Elucidating the exact role of muscle spasticity during NHO
formation is challeng-ing in humans, because mainly retrospective and heterogeneous studies
have been performed. Therefore, we used the first mouse model of SCI-induced NHO. This model
effectively mimics human pathology and provides continuing understanding of NHO
pathogenesis [7]. Our study showed that BTA injection in a context of SCI increased NHO size.
Although our study is only observational and further mechanistic studies are needed, our
findings question the status of muscle overactivity as a causal factor of NHO developing after

CNS damage in humans.
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CHAPITRE 3 : Etude de facteurs inflammatoires
intervenant dans les processus de formation de POAN
a un stade précoce suivant un traumatisme cranien
chez ’'Homme.

Peu d’études ont étudié les facteurs de risque de POAN a une phase précoce suivant l'atteinte
neurologique or la naissance des POAN se fait bien dans les premiéres semaines, souvent
lorsque les patients sont encore en service de soins aigiies (chirurgie, réanimation). Par ailleurs,
les infections qui apparaissent dans la littérature comme facteurs de risque communs a la
survenue de POA et POAN ont été peu détaillées dans les études rétrospectives publiées jusqu’a
présent.

En se basant sur les données émanant des expériences fondamentales réalisées dans le chapitre
1 et le chapitre 2, il nous a paru important d’aller rechercher chez I'humain la présence de
facteurs inflammatoires locaux et systémiques, et de mieux caractériser l'inflammation
spécifique induite par les infections qui pourraient étre impliqués dans 'apparition précoce des

POAN.

L’étude présentée dans ce chapitre a été conduite chez des patients traumatisés craniens issus
du méme service de réanimation chirurgicale polyvalente pour prise en charge aigué et
transférés par la suite dans un centre de soins de suite et de réadaptation identique et spécialisé
en rééducation neurologique. Pour chaque patient, nous avons effectué un travail rétrospectif de
recherche de données dans les dossiers de réanimation concernant les caractéristiques
infectieuses et les pathologies source d’inflammation. Les patients avec POAN (les « cas ») ont

ensuite été comparés aux patients sans POAN (les « témoins »).

L’article suivant est en cours de révision dans la revue Journal Of Head Trauma Rehabilitation.
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Abstract

Traumatism brain injury (TBI) remains a main cause of mortality. Throughout life, survivors
have to confront numerous deficiencies that impact functional recovery and quality of life.
Neurogenic heterotopic ossification (NHO) is a complication that may occur after TBI and
further increases patient’s disability. Previous studies identified infection as a risk factor for
NHO apparition but none of them describe infectious settings at an early stage after TBI in
intensive care unit (ICU). The purpose of this study was to confirm the relationship between
inflammation level including infection acquired during ICU stay after TBI and precocious

development of NHO and better precise inflammation and infectious features.

Patients enrolled in this study were admitted successively in the same ICU and then
rehabilitation service for TBI, between January 2016 and June 2018. A case control design was
used to compare case patient (with troublesome NHO) with control patients (without NHO).

Data related to infections features acquired in ICU were collected from patients’ medical file.

A total of 70 TBI patients were admitted in both services. From this cohort, 6 patients developed
NHO (8,6%). Sepsis-related infections, specially pneumonia, and urinary tract infections
occurred more frequently in cases compared to controls but the difference was only significant
for urinary infections (p=0.034). Infections with Gram Negative Bacilli bacteria or Pseudomonas
aeruginosa were more common in patients with NHO (p=0.0004). However, Gram Positive Cocci
bacteria and polymicrobial infections occurred as frequently in cases as controls. The frequency
of septic shock was comparable between the two groups like the delay from TBI to the first
infection in ICU. Patients with NHO were presenting more often associated trauma with a high
injury severity score and required surgery compared to patients without NHO (p=0.007 and
p=0.038, respectively). Long mechanical ventilation, long oro-tracheal intubation and
tracheotomy were more frequent in the group cases compared to the control group (p=0.001;
p=0.0009 and p=0.01, respectively). Duration of stay in ICU and coma were also longer in patient
with NHO (p=0.048 and p=0.009, respectively). Both groups were similar regarding neurological

variables.

We speculate that while others risk factors may be involved in NHO formation, our results
suggest that BGN infections acquired during ICU stays are highly associated with the
development to NHO after TBI. At equal neurological severity, patients seem to have a higher

risk to develop NHO when they combine factor providing a high level of inflammation.
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Abbreviations: CNS: Central nervous system; GNB: Gram Negative Bacillus; GPC: Gram Positive
Cocci, HO: Heterotopic Ossification; ICU: Intensive Care Unit; ISS: injury severity score; MV:
mechanical ventilation; NHO: Neurogenic Heterotopic Ossification; SCI: Spinal Cord Injury; SOFA:

Sequential Organ Failure Assessment; TBI: Traumatic Brain Injury

Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is a main cause of premature death and disability. The incidence is
estimated at 500/100,000 per year in the USA and Europe [1,2]. Severe TBI usually occur
synonymous with polytrauma involving multiple organs [1] and emergency surgical
interventions are often required to stabilize patients sustaining such injuries. This leads to
prolonged stays in intensive care unit (ICU) but also longer durations of mechanical ventilation
(MV) [3]. Inevitably, the duration of recovery is increased so as the incidence of in-hospital
complications, particularly nosocomial lung infection due to prolonged MV [4].

Brain-injured patients surviving the initial polytrauma approximated around 57 million in the
world [5]. During time in intensive care, they experience morbidity due to concomitant motor,
sensory, cognitive and behavior impairments, which negatively impact their health and quality
of life [6]. Morbidity of TBI may be further exacerbated by neuro-orthopedic complications,
including the development of neurogenic heterotopic ossifications (NHO) [7].

This condition leads to severe joint pain and reduced joint mobility due to ectopic mature
lamellar bone formation in the soft tissues surrounding extracapsular joints. NHO occurs in 5-20%
of patients with TBI but can appear in other neurogenic conditions, such as traumatic spinal
cord injury (SCI) (20-29%), stroke, cerebral anoxia and encephalitis [8-11]. Heterotopic
ossification also develops in inflammatory contexts mostly after burn [12], amputation [13], and
long stay in intensive care unit (pancreatitis, Guillain Barre Syndrome) [14,15]. The most
common location is the hip but other joints can also be involved such as knee, elbow and
shoulder [16]. Bone growth during the year following the trauma can lead to joint ankyloses,
nerve and vessels compression or bedsores, which further hamper functional recovery [17].
NHO development might interfere with the rehabilitation program and thus delay potential
neurological recovery. From their first description in 1883 by Riedel et al. and in 1918 on
paraplegic soldiers by Dejerine and Ceillier [7,18] the only curative treatment remains surgical
resection [8,19].

The pathophysiology of NHO is still not clear, but several risk factors have been identified to be

119



associated with ectopic bone formation after TBI. Findings in regard to injury severity,
mechanical ventilation, tracheotomy, autonomic dysregulation, spasticity, coexisting fracture
and orthopedic surgery have been debated [17,20-22]. Most of prior clinical reports about NHO
are retrospective, conducted during the chronic stage after TBI, and thus are complicated by
numerous confounding factors. Systemic infection is one of many risk factors leading to NHO
development [9,23], and appear to be consistent in the different etiologies (burn, amputation,
stroke, SCI, long stay in ICU) leading to ectopic bone formation [13,23-26]. However, the
importance of infections occurring directly after the accident and its role in HO formation seems
to be underestimated. No specific details are given in the literature in terms of bacteria species,
infection severity or frequency of sepsis during hospital stay. More broadly, inflammation
appears to be important in ectopic bone development in acquired neurogenic and non-
neurogenic HO [23,27]. As highlighted by fundamental research, inflammatory pathways,
macrophages and cytokines are essential to HO creation [13,28,29]. Inflammation is present
after head trauma and increases in a context of polytrauma [30]. Logically, its magnitude
depends on the severity of the trauma. Causes of systemic and local inflammation after initial
trauma and during intensive care can be multiple and infection is one of them. While the priority
in ICU is to deal with life threatening, processes leading to NHO are probably early activated due
to the presence of combined risk factors [17,20,21]. It is essential to clarify the role of systemic
infection and inflammatory features experienced by patients who develop NHO, during the early
stage of development that occur during intensive care.

The purpose of this study was to better understand the relationships between infection states of
TBI patients acquired during intensive care, and the initiation of NHO development, which
occurs at this time. Our secondary objective was to precise inflammatory factors due to

polytrauma and ICU stay involved in precocious development of NHO.

Materiel and method

- Participants

Patients enrolled in this study were admitted for TBI in the same ICU of a tertiary care Hospital
for vital care between January 2016 to June 2018. All TBI patients were recorded in “Head Injury
Database”. Following the acute phase, TBI patients who required rehabilitation were then
admitted to a neurorehabilitation center. We selected only patients who went to a specific
hospital. Patients settings were reported in “Medical Database” of neurorehabilitation center.
The cohort of patients was determined by crossing “Head Injury Database” and “Medical
Database mentioning TBI” to obtain patients who went in both hospitals after TBI. We

differentiate TBI patients with and without NHO by crossing the precedent result of “TBI
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patients who went in both hospitals” with “Medical Database mentioning NHO”. All the patients
with troublesome NHO had a surgical excision by the same surgeon in the orthopedic
department. Patients were excluded if they developed a NHO before the TBI.

A case control design was used for this study, following guidelines for epidemiological studies
[31] and because of the few cases of TBI-related NHO in this specific population. Each case
patient (with troublesome NHO) was matched with six control patients (without NHO) for sex
and age. Case and control patients had been treated equally in the same ICU department and

then, the same head injury rehabilitation center.

- Qutcome measures

Medical records which contained complete details of the patient’s medical history were
compared in order to i) confirm and precise the relationship between infection and NHO at an
early stage after TBI in a context of polytrauma and ii) define precocious inflammatory factors
(circumstances of the accident, neurological and respiratory state, drugs used, associated

trauma) involved in NHO development.

- Data collection

The data were obtained via the Medical Database of ICU department and “Head Injury Database”
database.

We listed for each patient, the age at the time of the accident, the gender and the Body Mass
Index (BMI).

The following data related to infections in ICU were recorded for each patient: infection location
(pulmonary, urinary, cutaneous, abdominal), number of sepsis-related infection [32] and septic
shock [33] during ICU stay, bacteria family (Gram negative, Gram positive, non-documented)
and individual bacteria for each infection, polymicrobial infections and delay from TBI to the
first infection.

Inflammatory factors were also recorded: duration of stay in ICU, duration of coma,
circumstances of the accident (TBI etiology, velocity, crush-projection of the body during the
accident, extraction of the patient from a vehicle, presence of alcohol in the first blood test),
neurological and respiratory state, drugs used, associated trauma.

Neurological state after TBI was investigated using: the first Glasgow Coma score recorded,
intracranial lesions on the first CT-scan, increase in intracranial pressure > 25 mmHg, associated
traumatic spinal cord injury, motor and cognitive disorder (time and space orientation) at
patient’s discharge from ICU.

Respiratory state was defined by the duration of oro-tracheal intubation, duration of mechanical

ventilation, implantation of tracheotomy and acute respiratory distress syndrome. Information
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about patient drug treatments was recorded, including the types of drugs used, the duration of
the prescription, and the dose administrated.

Associated trauma were also recorded, including the number of bone fractures, number of
surgeries for bone fracture, number of chest-pelvis-abdominal traumas sustained and surgery or
drain implantation for chest-pelvis-abdominal trauma, craniectomy, craniotomy, extracranial
cerebrospinal fluid derivation, and injury severity score (ISS) [34].

The Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score was calculated to evaluate the degree of
organ dysfunction in the patients studied [35]. Other complications previously related to NHO

were also collected such as bedsores and deep venous thrombosis.

- Statistical analysis

Quantitative data are reported in median and inter-quartile range [[IQR]. Qualitative data are
presented as occurrences within the cohort (n) and frequency in percentage (%). Univariate
comparisons of quantitative and qualitative covariates with NHO were examined by Wilcoxon
test and Fisher’s exact test, respectively. Statistical significance was defined at the conventional
5% level (p < 0.05). All computations were performed using the software open-source R version

3.0.2 (2013-09-25) and LATEX on a platform i386-w64-mingw32.

- Ethic consideration

As this retrospective study was non-interventional with usual procedures and without
additional interventions, patient’s consent was not needed. The authors confirm that the named
institutional review board specifically waived the need for consent for this study [Comité de
Protection des Personnes, Ille de France XI, Pavillon Jacques Courtois - 2éme étage 20, rue
Armagis 78105 Saint Germain en Laye Cedex. Tel: 0139274258. Fax: 0139274901. Email:
cppidf11@chi-poissy-st-germain.fr]. According to the law from the 6th of January 1978 modified
in 2004, the present work has been declared to the French National Agency regulating Data
Protection, CNIL under the number 2212374 v 0.

Results

To study the role of infection and inflammation at an early stage after a TBI in NHO development,
we compared patients case data with reported NHO with patients without NHO. A total of 70 TBI
patients were admitted first to the same ICU and neurorehabilitation department. From this

cohort, 6 patients developed NHO (8,6%).

- Populations (table 1)

Case series: Of the 6 patients who developed NHO, 5 were males, gender ratio: 83,3%. Mean age
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at time of the TBI was 22 [20 ;29] years old. Injuries sustained by one patient involved a
complete traumatic spinal cord injury. NHO were located around the hip for 3 patients and at the
inner part of the knee for 3 other patients. Diagnosis of NHO was clinically suspected in
attendance of joint pain, limitation of range of motion, inflammatory symptoms and confirmed

by an imaging (X-ray or CT-scan).

Control series: Sixty-four patients sustained TBI, while not developing NHO (53 males, gender
ratio: 82,1%). Mean age at the time of TBI was 29 [22 ;40] years old.

No difference was found between case and control groups in term of age, gender and body mass
index (BMI). Both groups had a similar medical history regarding percentage of active smoker,

auto-immune disease and addiction to alcohol and cannabis.

The duration of stay in ICU was significantly prolonged in patient with NHO (31 days [27 ;46])
compared to patients without NHO (17 days [9 ;29]) (p=0,048). The duration of coma was twice
longer in the population with NHO in contrast to patients without NHO (p=0,009).

Regarding the etiologies of TBI (Table 1) in the group of patients with NHO, 4 patients (66.7%)
sustained TBI during vehicle accidents, and 2 others by falling. TBI occurred after vehicle
accidents for 30 patients without NHO. Eight patients from the control group were pedestrians
and the remaining 12 had fallen from a height. For 14 patients, another cause was responsible
for the TBI. We found no difference between cases and controls in term of high velocity of the
trauma, crush-projection of the body during the accident, and presence of alcohol in the first

blood test.

Table 1. Relationship between NHO occurrence and patient’s characteristics in ICU and

circumstances of head trauma analyzed in univariate analysis.

Variables Controls (n=64) Cases (n=6) p-value
Gender ratio, n (%) 53 males (82,1 %) 5 males (83,3 %) 1

Age (years), median [IQR] 29 [22;40] 22 [20;29] 0.30
Body mass index (kg/m?), median | 23 [21 ;26] 25 [23;26] 0.31
[IQR]

Active smoker, n (%) 24 (37.5 %) 2 (33.4 %) 1
Auto-immune disease, n (%) 3 (4.7 %) 0 (0%) 1
Addiction (alcohol, cannabis) 13 (20.31 %) 2 (33.4 %) 0.6
Duration of stay in ICU (days), 17 [9;29] 31 [27 ;46] 0.048
median [IQR]

Duration of coma (days), median 9[2;15] 2314 ;28] 0.009
[1QR]

Causes of TBI, n (% patient) 0.91

- Four-wheel vehicle accident 11 (17.4 %) 0 (0 %)

- Two-wheel vehicle accident 19 (30.1 %) 3 (50 %)

- Pedestrian 8 (12.6 %) 1(16.7 %)
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- Falls 12 (19.1 %) 2 (33.3 %)

- Other 14 (21.8 %) 0 (0 %)

High velocity of the trauma, n (%) 28 (66.7 %) 3 (75 %) 1
Crush-projection of the body 16 (35.6%) 4 (80 %) 0.14
during the accident, n (%)

Presence of alcohol in the first 14 (22.6 %) 1(16.7 %) 1

blood test, n (%)

Patients who developed NHO all presented sepsis-related infections during ICU hospitalization,
compared to controls (Table 2). Although, statistical difference between both groups was not
significant (p=0.18). Interestingly, urinary tract infections occurred more frequently in cases
involving the development of NHO (p=0.034). Pneumonia acquired under mechanical ventilation
happened in all patients with NHO but no statistical difference was detected compared to the
control group. Even though, statistical analysis found no difference between case and control
groups (p=0.075), infections with Gram negative bacilli (GNB) were diagnosed in 100 % of
patients who developed NHO versus 57.8 % of patients without NHO. Pseudomonas aeruginosa
were more commonly associated with NHO-developing patients than patients that did not
develop NHO (p=0.034). However, enterobacter species and others GNB infections occurred as
frequently in cases as controls, as well as GPC bacteria, and polymicrobial infections. The
frequency of septic shock was comparable between the two groups like the delay from TBI to the
first infection in ICU. These data demonstrated a correlation between the development of NHO
and septic infection during intensive care, and further identify specific bacterial agents

associated with the formation of NHO.

Table 2. Relationship between NHO occurrence and infection variables.

Variables Controls Cases (n=6) p-value
(n=64)
Patients with sepsis related to infection, n (%) 45 (70.3 %) 6 (100 %) 0.18
Patients with septic shock, n (%) 2 (3.1 %) 1(16.7 %) 0.24
Patients with pneumonia, n (%) 44 (68.8 %) 6 (100 %) 017
Urinary tract infection, n (%) 2 (3.1 %) 2 (33.3 %) 0.034
GNB infection, n (%) 37 (57.8 %) 6 (100 %) 0.075
- Enterobacter species 28 (43.8 %) 4 (66.7 %) 04
- Pseudomonas species 7 (11.0 %) 5(83.3 %) 0.0004
- Others GNB 24 (37.5 %) 2 (33.3 %) 1
GPC infection, n (%) 32 (50 %) 3(50 %) 1
Polymicrobial infection, n (%) 36 (80 %) 6 (100%) 0.57
Delay from accident to the first infection (days), 5[3;6] 4.5[2.5;5.8] 0.64
median [IQR]
SOFA score, median [IQR] 81[4;10] 9.5[9;11] 0.14

GNB: Gram Negative Bacillus, GPC: Gram Positive Cocci, Sepsis-related Organ Failure Assessment
(SOFA) score, min 0—max 24

Associated traumas (Table 3), including bone fracture and chest-pelvis-abdominal traumas,
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were more frequent in the group with NHO (66.7 % and 83.3 %, respectively) than in the group
without NHO (46.9 % and 53.1 %, respectively) but statistical analysis found no difference. In
contrast, total ISS was 13 points higher in patients with NHO formation in comparison with
patients with no NHO (p=0,007). Regarding to ISS sub-groups, ISS head-neck and ISS abdomen-
pelvis were particularly greater in NHO group compared to the group of patients without NHO
(p=0,031 and p=0.012, respectively). Surgeries or drain implantations for an associated trauma
were significantly more frequent in patients who developed NHO compared to patients who did
not develop NHO (p=0,038). Sub-group analyses found similar differences between the two
groups in term of surgery treatment for bone fracture (p=0,006) and chest-pelvis-abdominal
trauma (p=0,05). These results indicated that surgeries, drain implantations and ISS after TBI

are correlated to NHO formation.

Table 3. Relationship between NHO occurrence and inflammation variables analyzed in

univariate analysis.

Themes Variables Cases (n=6) Controls p-value
(n=36)
Associated | Bone fracture, n (%) 30 (46.9 %) 4 (66.7 %) 042
traumas ISS total, median [IQR] 25[17;33] 38 [35;42] 0.007
- Head-neck 41[3;5] 51[5;5] 0.031
- Face 0[0;1] 01[0;0] 0.081
- Chest 2[0;3] 2.5[0.5;3] 0.49
- Pelvis-abdomen 0[0;0] 2[0.5;2.8] 0.012
- Limbs 01[0;2] 2[2;2.8] 0.074
Surgery or drain implantation total, n (%) | 35 (54.7 %) 6 (100 %) 0.038
- Bone fracture 15 (23.4 %) 5 (83.3 %) 0.006
- Chest-pelvis-abdominal trauma 9 (14.1 %) 3 (50 %) 0.05
- Craniectomy, craniotomy and 22 (34.4 %) 4 (66.7 %) 0.19
extracranial derivation
Neurology | Glasgow Coma scale, median [IQR] 7.5[4.8;12] 6 [4.5;6.8] 025
Focal intracranial lesions on first CT-scan, | 51 (79.7 %) 4 (66.7 %) 0.6
n (%)
Diffuse intracranial lesions on first CT- 55 (85.9 %) 6 (100 %) 1
scan, n (%)
Intracranial hypertension > 25 mmHg, 25 (47.2 %) 4 (66.7 %) 042
n (%)
Cognitive disorder at discharge from ICU, 52 (81.3 %) 6 (100 %) 0.58
n (%)
Motor deficiency at discharge from ICU, 24 (37.5 %) 4 (66.7 %) 0.21
n (% patient)
Respiratory | Duration of oro-tracheal intubation (days), | 15[10;20] 36 [24;54] 0.0009
median [IQR]
Duration of mechanic ventilation (days), 15[10;22] 32 [26;54] 0.001
median [IQR]
Implantation of tracheotomy, n (%) 17 (26.6 %) 5 (83.3 %) 0.01
Acute respiratory distress syndrome, 16 (27.6 %) 4 (66.7 %) 0.071
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n (%)

Drugs Medications for sedation, median [IQR] 2 [2;3] 3.5[2.2 ;4]
Length of sedation (days), median [[QR] 6[2;12] 7.5 [4.5;19]
Use of curare > 24h, n (%) 16 (25 %) 3 (50 %)
Use of vasoplegic drugs > 24h, n (%) 45 (70.3 %) 6 (100 %)
Use of corticoids, n (%) 13 (21.0 %) 1 (20 %)
Complicatio | Bedsores, n (% patient) 5(7.8 %) 0 (0 %)
ns Vein thrombosis, n (% patient) 5 (7.8 %) 2 (33.3 %)

ISS: Injury Severity Score, min 0—max 75

Even though Glasgow Coma score was lower in the group with NHO (6 [4.5 ;6.8]) compared to
the group without NHO (7.5 [4.8 ;12]), no statistical difference was found between cases and
controls (Table 3). Motor and cognitive deficiency were more frequent in population who
developed NHO (66.7 % and 100 %, respectively) in contrast with patients who did not develop
NHO (37.5 % and 81.3%, respectively). Moreover, intracranial hypertension > 25 mmHg
occurred in 66.7 % of the cases and 47.2 % in the control. For all neurogenic variables, we found
no significant difference between the two groups of patients. Our results suggested that both
populations are quite similar in terms of neurological presentation and variables related did not
seem to impact NHO development.

Oro-tracheal extubation was performed -2 times later on patient who developed NHO in
contrast with patient who had no NHO (p=0,0009) (Table 3). The need in mechanical ventilator
support was longer for patients with NHO (32 days [26 ;54]) in comparison with patients
without NHO (15 days [10 ;22]) (p=0,001). We found a higher incidence of tracheotomy in the
group that develop NHO compared to the group which did not develop NHO (p=0,01). Although,
acute respiratory distress syndrome was twice more frequent in cases compared to controls, the
difference between both groups was not significant.

Medications and duration of sedation were comparable between the two groups. Interestingly,
curare and vasoplegic drugs were more prescribed in population of patients with NHO (50 %
and 100 %, respectively) in comparison with population of patients without NHO (70.3 % and
25 %, respectively). In contrast, corticoids were prescribed in the same proportion in both
groups. None of these differences were significant.

Herein, we found no difference between the 2 groups of patients in terms of SOFA score,

bedsores and deep vein thrombosis.

Discussion
To our knowledge, this is the first report studying infection and inflammation features on NHO
development at an early time after TBI. We provided evidence that GNB infections and more

specifically P. aeruginosa leads to NHO formation. We also showed that NHO is correlated with a
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high level of inflammation regardless of head trauma severity.

Acute TBI initiates an inflammatory response syndrome, directly [36]. The inflammatory
mediators interleukin-1 beta, interleukin-6 and tumor necrosis factor alpha are responsible for
acute inflammation that often self-propagates and causes tissue damage leading to further
inflammation and damage [36]. Furthermore, Huang et al. reported that inflammatory mediators
are involved in the differentiation of resident mesenchymal stem cells into bone cells, present in
skeletal muscle, and creates a local and systemic inflammatory environment necessary for NHO
development [27]. Thus, it is logical to postulate that inflammation response syndrome could be
a major driver of NHO initiation or growth after TBI. If CNS damage increase inflammation level,
it is not sufficient for HO development. In our study, none of the neurological variables collected
were associated with NHO occurrence. A higher level of inflammation is needed to initiate NHO.
Like for HO encounter in non-neurogenic pathologies (burns, amputation, Guillain Barre, long
stay in ICU), surgeries, associated trauma and infections are required to produce more
inflammation. We hypothesize that NHO needs a certain inflammatory threshold to induce

ossification of muscle progenitor cells.

Admission in ICU is often required for vital care after severe TBI [1,2]. Patients with severe TBI
usually present associated trauma and necessitate emergency surgical interventions [1].
Altogether leads to prolonged stays in ICU, longer durations of oro-tracheal intubation, MV and
long coma by sedation [3]. These factors have also been identified in the literature as risk factors
in NHO development, as well as in our study [9,21,23,37]. However, we believe that these
variables are linked with the severity of the patient and may be falsely correlated with NHO
formation. Patients with severe brain injury have been identified as high risk to develop
ventilator-associated pneumonia due to prolonged MV which is likely linked to hospitalization
duration [38,39]. In patients with prolonged intubation, tracheotomy is recommended to
decrease the risk to develop ventilator-associated pneumonia so tracheotomy is logically
associated with prolonged mechanical ventilation [40]. Simonsen et al. identified total length of
stay in hospital as a risk factor related to NHO with univariate statistical analysis but not after a
logistic regression analysis [41]. Similarly, for Reznik et al., the length of stay in hospital was
significantly higher for patients with NHO based on univariate analysis but not after multivariate
analysis; however duration of oro-tracheal intubation was significant after both univariate and
multivariate statistical analysis.9 Thus, interpretation of the correlation between prolonged
intubation, MV, coma, ICU stay and NHO occurrence have to be cautious as most of these
variables could be consider as confounding factors because they are linked to each other and

depends on other factors.

127



Severe TBI usually occur synonymous with polytrauma involving multiple organs, and
emergency surgical interventions are often required to stabilize patients sustaining such injuries
[1]. Like in our study, multiple injuries and a high ISS have were strongly correlated with
presence of NHO [9,23,41]. Limbs trauma have been more specifically studied in the literature
and numerous authors found an increase of bone fracture in patients with NHO [20,42]. Patients
seem to present a higher risk of NHO when the number of bone fractures increase and when a
surgical treatment is required [20,42]. In the present study, both groups, with and without NHO,
were similar in terms of bone fracture and ISS limb did not significantly differ. However, surgery
for bone fracture as well as chest-pelvis-abdominal trauma were associated with NHO
development. To our knowledge, this is the first study reporting a link between total number of

surgery or drain implantation per patient during ICU hospitalization and NHO formation.

Infections are quite frequent in patients after central nervous system (CNS) lesion for several
reasons [43]. Neurological damage induces immunology deficiency of both innate and adaptive
immune system [38,44,45]. Infections also depend on the cause of neurological lesion. SCI causes
bladder dysfunction and low exhale pressure that often leads to urinary tract infection and
pneumonia [46], while TBI can be responsible for swallow deficiency and may cause lung
infections. On the top of that, patients hospitalized in ICU for vital care after CNS damage are
more likely to develop infections, specially patients with severe brain injury (Glasgow coma
score < 8) [38,47]. Infections and more specifically pneumonia and urinary tract infections have
been reported in the literature as risk factors of NHO development after SCI [23] and TBI [9,48].
In the present study, we also found a higher incidence of urinary tract infection in the population
of patients who develop NHO. Although, pneumonia occurrence was not significantly different
between the groups with and without NHO, 100% of patients who develop NHO presented at
least one pneumonia during they stay in ICU. The number of sepsis-related to infection during
ICU stay was not correlated with NHO occurrence but all the patient with NHO had one or more
infection. According to the literature, infections and more specifically urinary tract infections

seem to support NHO development.

Pseudomonas species with Staphylococcus aureus and Escherichia coli were classified as the most
common bacteria inducing infections in ICU. From all these species, Pseudomonas species are
the only microorganisms independently associated with increased mortality rates [35]. Indeed,
development of sepsis related to infection has been described to significantly increase the risk of
physical disability, permanent organ damage, cognitive disorder and death [38,49]. Regarding

bacteria species in our population of patients, we noticed that GNB and particularly P.

128



aeruginosa causing infections were more frequent in patients with NHO. In contrast Gram
positive cocci and polymicrobial infections were similar in both groups with and without NHO.
Therefore, P. aeruginosa appears to increase mortality rate in the literature and also participates
to NHO occurrence in our study.

Curare and diazepam have been described as iatrogenic risk factors of NHO, by inducing
paralysis and muscle atonia [24,50,51]. Curare is broadly administrated in ICU during ARDS to
induce a paralysis of respiratory muscles and assure lung protection, when diazepam provide
sedation needed to prevent secondary brain insults of systemic origin [52]. In the current work,
we did not find any correlation between drugs commonly used in ICU, the dose administrated,
duration of the treatment and NHO occurrence. Curare presented as a risk factor of HO
occurrence might actually be a confounding factor because directly linked with ARDS, lung
infection in ICU and surgery. In here, we found no consistent evidence between drugs

administrated in ICU and NHO formation.

The current study has few limitations. It must be noticed that one patient with NHO had an
initial Glasgow coma score of 12, cranial fracture with intracranial diffuse and focal lesions but
also a complete paraplegia due to a traumatic SCI. This patient got a neurological aggravation
with an increase of intracranial pressure leading to cerebrospinal liquid derivation and
secondary, to surgical evacuation of hematoma. Consequently, we considered this patient as a
severe TBIL

The data have been collected retrospectively. Fortunately, patient charts in ICU are very
standardized an allow us to collect all information needed for our study with a low percentage of
missing data.

The number of TBI-related NHO was relatively small. We explain the small number of the cohort
by the restrictive selection of the population. Patients involved in this study have been to the
same ICU and then, the same neuro-rehabilitation department. The population is very
homogenous which reduces recruitment bias due to ICU care practice, but the small amount of
patients (N=6) may limit the statistical analysis power and the possibility to perform a
multivariate analysis. However, NHO is a rare complication and a high number of control
patients (N=64) is likely to have limited this bias. Therefore, the results presented in our study
should be generalized to the TBI population admitted in ICU in a context of polytrauma.
Currently, the majority of human studies are retrospective and heterogeneous including
numerous confounding factors. Moreover, early data when NHO starts to develop after central
nervous system damage are missing. In order to enhance our understanding of NHO, we plan to
conduce a large prospective study on TBI and SCI patients from their admission in intensive care

(ICU or orthopedic service) until one year after the trauma. Clinical data and biological samples
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will be collected to form a clinical and biological database called “BENTHOS”. Thus, findings from

the present retrospective study will be confirmed taking into account confounding variables.

Conclusions

The development of NHO in patients with TBI is likely to have a multifactorial risk factors. We
reported for the first time that GNB infections and more specifically due to Pseudomonas species
are involved in NHO formation. In addition, we provided evidence that surgery for chest-pelvis-
abdominal trauma and bone fractures is related to NHO occurrence. Every single infection,
surgery, trauma occurring after TBI, seem to increase inflammation level required for NHO
formation. Further studies with more patients are needed to confirm our results. A prospective

design could improve methodology, help to recruit more cases and decrease bias.
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CHAPITRE 4 : Etude de l'efficacité sur la douleur d’'un
traitement par infiltration de corticoides au site de
développement des POAN chez 'Homme

L’inflammation parait étre trés présente tout au long du développement des POAN, méme a la
phase chronique. Comme pour certaines pathologies articulaires (arthrose), les POAN peuvent
provoquer des douleurs inflammatoires, musculaires ou mixtes. Le développement des POAN,
nous l'avons vu, peut étre source de douleurs inflammatoires. Une fois constituées, les POAN
peuvent présenter une zone de conflit entre deux surfaces osseuses ou bien frotter contres des
structures ligamentaires source de douleurs mécaniques voire de douleurs inflammatoires
lorsque les traumatismes sont répétitifs.

Comme évoqué dans les chapitres précédents, la chirurgie reste aujourd’hui I'unique traitement
curatif permettant de traiter les POAN symptomatiques. Cependant, I'exérése chirurgicale,
méme partielle, de POAN n’est pas dénuée de risque chez les patients présentant de lourdes
séquelles neurologiques parfois associées a des comorbidités. En 'absence de complications
induites par le développement de POAN, une prise en charge moins invasive est privilégiée en
premiére intention. C’est par exemple le cas des POAN douloureuses. Cependant, le traitement
des douleurs induites par la présence de POAN n’est pas toujours facile a manipuler chez des
patients apres atteinte du SNC. Les effets indésirables induits par les antalgiques oraux tels que
les AINS, le néfopam et les opioides peuvent étre source de constipation, rétention urinaire,
confusion, abaissement du seuil épileptogene, saignements et retard de consolidation osseuse.
C’est pourquoi dans I'étude présentée ici, nous avons imaginé qu'une injection de dérivé
cortisoné directement au contact de la POA permettrait de réduire les douleurs induites par la
présence de POAN. Dix-sept patients présentant des douleurs spontanées induites par des POAN
ont ainsi recu une infiltration de dérivé cortisoné sous controle radiologique. Un mois plus tard,
80% des patients présentait un soulagement de la douleur provoquée par la présence d’'une
POAN. Dans le cas de la hanche, le succes était plus important lorsque l'infiltration était réalisée
dans une zone de conflit osseux provoqué par I'entrechoquement de deux pieces osseuses. Pour
les douleurs induites par des POAN au coude et au genou, les infiltrations au contact de 1a POAN
étaient plus efficaces. Les infiltrations de dérivés cortisonés au site de développement des POAN
parait donc étre une alternative intéressante et peu invasive dans la prise en charge antalgique

des POAN douloureux.

L’article suivant est en cours de révision dans la revue Disability and Rehabilitation.
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Abstract

Treatment for pain related to neurogenic heterotopic ossifications (NHO) is particularly hard to
manage for physicians. Systemic side effects caused by painkillers, and surgical resection are
physically challenging for patients who have suffered neurologic injuries. We describe
corticosteroid injections at the site of NHO as an alternative treatment for pain. Seventeen
patients were treated for spontaneous pain associated with NHO by infiltration with
corticosteroids. One month later, pain relief was noted in the vast majority of patients.
Successful relief was more likely when infiltrations occurred at the conflict zone for hip-
associated NHO, while on-contact infiltrations were more effective for NHO-involved knee and

elbow pain.

Keywords: Neurogenic heterotopic ossification, Pain, Corticosteroid injection, Spinal cord injury,

Traumatic brain injury, Osteogenesis
Abbreviations: CNS: central nervous system; GAS: goal attainment scale; NHO: neurogenic

heterotopic ossifications; NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drugs; TBI: traumatic brain

injury; SCI: spinal cord injury
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Introduction

Heterotopic ossifications (HO) are benign ectopic lamellar bones that develop within the soft tissue
surrounding extracapsular joints [303]. HO associated with various disorders of the central nervous
system (CNS) are referred to as neurogenic heterotopic ossifications (NHO). NHO are detected in 5-20%
of traumatic brain injury (TBI), and 20-29% of spinal cord injury (SCI) patients [140]. Most commonly,
NHO develops in paralyzed or sub-lesional areas [304,305]. At an early stage of development, NHO
causes inflammatory symptoms such as pain, redness, tumefaction and swelling. As ossifications
increase in size, gradual reduction of range of motion often progresses into joint ankyloses, and
complications occur like nerve and blood vessel compression [306] or skin bedsores [307]. These
symptoms can lead to reduced capacity for movement affecting positioning of patients in bed, wheel
chairs and walking soon after the initial trauma [308]; further exacerbating patient morbidity.
Occurrence of NHO delays patients recovery from injury, interrupts rehabilitation programs and
lengthens hospital stays [309].

Pain related to NHO development can have three different presentations: i) inflammatory at an early
stage of NHO development, ii) mechanic resulting from the mobilization of the joint surrounded by
NHO that can induce frictions with musculoskeletal structures nearby or a contact between bones
creating a conflict zone, and iii) neuropathic when NHO is crushing a nerve. Some patients can present
a combination of different types of pain called mixed pain. Details and intensity of pain can be hard to
determine in patients with neurological sequela. After CNS damage, patients can present partial
sensory loss, cognitive and communication impairment that complicate the evaluation of pain.
Therefore, Kiresuk and Sherman [310] specifically developed for patients with mental health issues,
the Goal Attainment Scale (GAS) to assess the efficiency of a therapy on outcomes based on specific
goals that are important for patients and/or caregivers. It was then adapted to the rehabilitation field
[311].

Since the first description of NHO during World War I [11], surgical resection of troublesome NHO
remains the best treatment and provides some benefit for morbidity [108,312]. However this
procedure is physically challenging for fragile SCI and TBI patients; complications of relapse and
infection at the site of surgery are commonplace [112,309,313]. Non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAID) and radiotherapy have been described to prevent NHO development [92,305]. These
treatments can also reduce the pain induced by NHO growth [68,92]. However, NSAID and
radiotherapy also have adverse events that could aggravate patient’s morbidity [68]. NSAID increases
the risk of gastric ulcers, bleeding and systemic infections [68]. For these patients who are often very
young, radiotherapy may be responsible for delayed wound and bone healing, osteonecrosis,
developing radiation-induced sarcoma as well as infertility due to genital organs irradiation when
NHO is located around the hip [68]. Therefore, NSAID and radiotherapy are cautiously used to prevent
NHO occurrence in patients after CNS damage. Other painkillers are usually prescribed; the class and

the dose depend on the intensity of pain. Sometimes, high dose of painkillers class 2 or 3 from
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World Health Organization classification, are needed to treat intense pain provoked by NHO. They can
also induce side effects like constipation, urinary retention, confusion, cognitive impairment which
increase patients discomfort and morbidity [314].

Local injection of corticosteroids is currently performed in musculoskeletal diseases that provoke pain
[315]. Intra-articular corticosteroid injections are the most clinically used anti-pain injection to treat
inflammatory or mixed (inflammatory and mechanical) pain, and has been widely studied in both
general and athlete populations [315,316]. Local administration of corticosteroid prolongs
concentration at the site of the injection for a maximal local anti-inflammatory effect, while minimizing
harmful corticosteroids systemic effects [317]. Thus, this technic appears to be a promising alternative
to oral painkillers, radiotherapy and surgery in disabled patients susceptible to treatments’
complications, to manage pain induced by NHO.

To our knowledge, corticosteroid injection at the site of NHO development, to treat pain, has not been
described previously. Our present study assesses the efficacy of a single corticosteroid injection at the

contact of the NHO to elicit pain relief in patients presenting neurologic sequelae after CNS injury.

Materials and methods

Participants:

The patient cohort was derived from the neurorehabilitation department of a tertiary care Hospital.
Patients presenting painful NHO around either hip, knee, elbow or shoulder, were recruited to this
study. Imaging (X-ray or CT-scan) exams were performed to confirm the diagnosis of NHO and define
it. Three-dimensional reconstructions were carried out to precise NHO settings (location, size,
ankyloses, polarity (uni/bipolar), presence of a conflict zone), the relation between NHO and other
structures (nerves, vessels) and impact of NHO development on joint (mineral density, arthritis) as
described by Carlier et al [79]. Medical history and routine clinical exam were realized including
mobilization of the joint surrounded by NHO, in all range of motion. If the joint mobilization was
limited by pain, it was notified by the physician on the medical report.

Outcome measures:

GAS was used to assess the efficiency of corticosteroid injection on pain caused by NHO. The goal of
the treatment was to release pain and GAS was scored on 5-point scale (-2, Increase of the pain
perception; -1 spontaneously painful; 0, no pain spontaneously but pain during joint mobilization with
limitation of the range of motion; +1, no pain spontaneously but pain during joint mobilization without
limitation of the range of motion; and +2, no pain during the mobilization in all the range of motion).
The GAS was scored before the corticosteroid infiltration and 4 weeks after, by patients and caregivers
after characterizing the pain and a clinical exam.

Intervention:

Indication for corticosteroid infiltration was a spontaneous pain (inflammatory or mechanical or both)

induced by NHO development whatever NHO location, size and painkillers given. Infiltration of
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corticosteroids at the site of NHO development was carried out by a musculoskeletal radiologist
confident with disabled patients care, under radiological guidance (CT-scan, ultrasonography or
radioscopy). Contrast agent (non-ionic ioded contrast media) was injected before corticosteroid to
target precisely the zone to inject. Sites for injections were either a conflict zone corresponding to the
space between two parts of the NHO or bone and NHO, on-contact with NHO or intra-articular in the
joint surrounded by NHO. Corticosteroid drugs injected were betamethasone 2 mg/ml],
hydrocortancyl 5,5 mg/ml or cortivazol 3,75 mg/1,5 mL. Pain medication was not modified during the
month following corticosteroid injection.

Data collection was carried out retrospectively from patients’ file and included age at the time of the
accident, gender, etiology of the CNS damage, time from onset of CNS to NHO diagnosis and
corticosteroid infiltration, NSAID administration before infiltration, NHO radiological settings
(location, size, ankyloses, polarity, presence of a conflict zone), corticosteroid drugs injected and
imaging used for radiological guidance. Complications after injections (hematoma, infections) were
also reported.

Ethical considerations

This retrospective study was non-interventional with usual procedures and without additional
interventions; therefore, patient’s consent was not needed. The authors confirm that the named
institutional review board specifically waived the need for consent for this study. According to the law
from the 6th of January 1978 modified in 2004, the present work has been declared to the National
Agency regulating Data Protection, CNIL under the number 2212374 v 0.

Data analysis:

Data were reported as mean * standard deviation (SD), numbers and percentages. A Chi-square test
was used to examine changes in GAS assessing pain one month after corticosteroid injection between:
i) the group treated with NSAID and the group that did not receive NSAID, ii) the different
corticosteroid drugs injected, and iii) the different imaging used for radiological guidance (GraphPad

Prism 5 software (GraphPad Sofwares, La Jolla, CA), p <0.05).

Results

To study the role of corticosteroid injection on pain induced by NHO, we compared GAS assessing pain
before and one month after NHO infiltration with corticosteroid for the same patient.

Between May 2012 and June 2018, a total of 17 infiltrations of corticosteroid involving 17 patients
were carried out for painful NHO (Table 1). Men were more concerned than women by a 12:5 ratios
and the average age at the day of accident was 40 +/- 18 years (from 18 to 73 years). The etiologies of
CNS lesions are reported in Table 1. The most common NHO locations which received corticosteroid
injection for pain were the hip (70.0%) and the knee (18.0%). The delay between CNS damage and
diagnosis of NHO was 20.8 * 44.2 months. Corticosteroid infiltrations were carried out 22.7 + 43.6

months after CNS lesion.
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Before corticosteroid infiltration, all patients presented spontaneous pain at the joint surrounded by
NHO (GAS -1). One month after corticosteroid infiltration, GAS increased for 14 patients (82%): 7 with
GAS 0 and 7 with GAS +1 (Figure 1A). Pain-causing NHO were present at variable anatomical sites in
different patients, and all were treated with corticosteroid infiltration. Among the 12 NHO infiltrated
at the hip, 9 (75%) patients declared pain relief (GAS = 0) one month after corticosteroid injection
(Figure 1B). While pain-causing NHO at other anatomical sites concerned few cases (knee n = 3 and
elbow n=2). The same trend of eliminating pain was seen with the knee and elbow involving NHO
where 100% yielded pain relief (Figure 1B).

We study whether location of NHO around the hip is an important variable to predict the efficiency of
corticosteroid infiltration on pain. NHO of the hip were either anterior (n=8), posterior (n=3) or
superior (n=1) to the hip (Figure 2A). GAS improved to = 0, one month after corticosteroid injection
for all anterior NHO of the hip. While the sample size was extremely low, posterior and superior NHO
infiltration was less effective, as one (33%) and no (0%) patients reported pain relief (Figure 2A).

A key morphological variable in NHO development around joints is the formation of conflict zones,
where movement results in NHO-to-bone contact. This process causes pain and inflammation, thus we
determined if infiltrate of these NHO at the conflict zone would provide a benefit in the form of pain
relief. At the hip, NHO forming a conflict zone were exclusively injected in this area (n=8) while NHO
without conflict zone were injected on-contact with NHO (n=4). Seven patients declared a GAS = 0 one
month after corticosteroid injection in a conflict zone (88%), versus 2 patients injected on-contact
with NHO (50%) (Figure 2B). Efficacy of corticosteroid infiltration on pain at the hip (GAS = 0) was
higher in NHO injected in a conflict zone, than injection on-contact with NHO when no conflict was
present. For other NHO locations (knee and elbow), when no conflict zone was present we speculated
that pain was resulting from repetitive frictions between musculoskeletal tissues and NHO. Therefore,
corticosteroid was injected on-contact with NHO in order to decrease inflammation due to repetitive
tissues frictions. NHO inducing pain at the knee (n=3) and elbow (n=2) were exclusively infiltrated on-
contact with NHO, however one NHO located around the elbow presented a conflict zone. All patients
reported pain relief after on-contact infiltration (GAS = 0) (Figure 1B).

NSAID administration, different corticosteroid drugs injected and imaging used for radiological
guidance were similar patients with GAS -1 and GAS 2 0 one month after corticosteroid infiltrations

(Table 2). No side effects (hematoma or infection) were reported after corticosteroid infiltration.

Discussion

This study describes the use of local corticosteroid injection as a novel technique to treat pain induced
by the development of NHO around joints.

NHO is a neuro-orthopedic complication that has been described to aggravate cognitive and behavior
functions after severe TBI [318]. Treating pain related to NHO appears challenging in fragile patient

suffering from multiple comorbidities after CNS damage. Indeed, painkiller drugs and surgery for NHO
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removal are the mainstay for treating pain in this population, yet they increase patient morbidity and
mortality risk [240,319]. For this raison, we used local injection of corticosteroids, an ancestral anti-
inflammatory treatment reducing pain in musculoskeletal and osteoarthritis pathologies [315], in
order to treat pain induced by NHO. Using this course of treatment, 82% of patients declared that pain
decreased after corticosteroid infiltration at the site of NHO development. While the infiltration of
corticosteroid was effective at eliminating pain caused by NHO, location for the infiltration seems to be
important and dependent on the mechanism that cause pain.

When confronted with joint pain, identifying the type (inflammatory, mechanic, neuropathic) is
essential to define a course of treatment for the patient [314]. Inflammatory peri-articular pain,
associated with swelling and general inflammation, is a common symptom during the early
development of NHO [20], while nerve compression induced by NHO can be responsible for
neuropathic pain [306]. The most frequent nerve entrapment caused by NHO involves the ulnar nerve
at the elbow [320] and the sciatic nerve at the hip [306]. NHO can also be responsible in mechanic
peri-articular pain. The friction between NHO and adjacent musculoskeletal structures during
mobilization of the joint surrounded by NHO can be responsible for causing pain; so to is the brutal
contact between bone and NHO, or between pieces of NHO during joint motion (Figure 3). Similarly to
musculoskeletal pathologies, repetitive contacts between joints surface or friction with
musculoskeletal tissues can be responsible for mechanical and/or inflammatory pain [321]. In this
situation, corticosteroid injections have been described as an efficient local treatment [315,317].
Therefore, we applied this technic to NHO spontaneously inducing mechanic and/or inflammatory
pain.

Accuracy of local corticosteroid deposition has been described as an essential condition on efficiency
and reducing pain [322]. NHO infiltration technic remains particularly difficult, because of proximity
to adjacent structures such as blood vessels, nerves. The complex morphology of NHO structure makes
access to the site of injection challenging [79]. Furthermore, corticosteroids infiltrates are of a liquid
consistency that spreads along anatomical structures, diluting its local uptake. Therefore, radiological
guidance is inevitable for NHO corticosteroid injection and help to precisely target the zone
responsible for pain. We identified two target sites, depending on NHO morphology and the origin of
the pain. The first, a conflict zone where NHO was colliding with bone or with another piece of NHO,
was targeted for delivery to treat pain caused by the repetitive contacts. Infiltrations performed in a
conflict zone were successful to eliminate pain for 88% patients, with the majority located anterior
around the hip. The second site, a zone of frictions between NHO and adjacent musculoskeletal
structures during joint mobilization, was injected to decrease pain. Typically, NHO developing at the
inner part of the knee grows with a close contact with the medial collateral ligament, responsible in
pain during flexion-extension movements. On-contact infiltrations decreased pain for all the patients
with NHO located around the knee and elbow. Thus, to decrease pain provoked by NHO, corticosteroid

infiltrations are more efficient when carried out in a conflict zone, specifically for anterior NHO at the
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hip. In the absence of conflict zone, corticosteroid should be realized on-contact with NHO with better
results on pain for NHO located at the knee and elbow compared to NHO at the hip.

A surgical endpoint is unavoidable if pain caused by NHO is too severe [108]. However, disabled
patients can be too fragile to handle surgery due to comorbidities [240], therefore corticosteroid
infiltration provides an alternative which overcomes the need for invasive surgery. Results from our
study showed that when the infiltration was effective (82%), patients reported no spontaneous pain
(GAS 0) or no spontaneous pain and improved joint mobilization (GAS +1). Thus, corticosteroid
infiltration presents as an effective treatment for reducing pain in NHO patients. The level of pain
reduction achieved may be sufficient to differ the need for invasive surgery.

Opioids and NSAIDs are routinely prescribed to treat pain but their pharmacological properties can
further exacerbate medical complications, common to patients who have endured CNS damage and are
burdened with organ dysfunction [314]. Opioid effects enhance cognitive impairment, drowsiness, and
dizziness, increasing the risk of further injury caused by falling and accidental self-harm [314]. NSAIDs
delay bone fracture healing, aggravate on-going infections and increase the risk of gastro-intestinal
and intra-cranial bleeding [90]. Patients in this study were receiving opioid treatment from the onset.
Meanwhile, it was known for almost half (47%) of our patient cohort had received NSAIDs before
corticosteroid infiltration, 87.5% of which reported a positive outcome. Therefore, it remains
unknown whether the effects elicited by the infiltration was a consequence of a combinatorial effect.
Further studies should be pursued to address this point, as the elimination of opioid use in this patient
population may be beneficial.

Local infiltration with corticosteroid to treat pain and regain function caused by musculoskeletal
diseases is effective as a short term treatment [323]. However, there is minimal or no improvement on
long-term outcomes. It is likely that this same treatment for NHO-associated pain would also be
transitional. To produce a long term effect, local corticosteroid injections may require repeated
administrations which has its own risks. A rare complication associated with corticosteroid injections
is the development of local infections due to immunosuppression [317]. Patients with permanent CNS
damage, such as NHO patients, are particularly susceptible to infections [324]. In light of this
associated risk, local corticosteroid infiltrations performed in our study did not result in any
complications. Future studies should be performed to determine the effect of repeat injections on long
term pain management and the associated risks. Local administration of corticosteroid in NHO
patients was safe, and may replace or potentiate painkiller usage.

The present study presented few limitations. Indeed, the cohort was small and data had been collected
retrospectively. The study was conducted in the same Hospital and injections were performed by the
same radiology department with standardized procedures. Therefore, patients’ characteristics and
injections’ features had been collected in a precise manner. The aim of the corticosteroid injection in
this study was to provide pain release. Thus, we chose to assess pain with GAS that we believe more

appropriate for patients with neurological deficiencies. However, the benefit of the treatment was not
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based on functional improvement such as ability to walk and seat properly in a wheel chair or
enhancement of cognitive and behavior capacities. Future direction will be conducted to study the

effect of corticosteroid infiltration in painful NHO on functional activities.

Conclusion:

This study is the first describing corticosteroid infiltration as an alternative treatment to reduce
mechanical and/or inflammatory pain induced by NHO. Joints motion can provoke pain because of
frictions between surrounding NHO and musculoskeletal structures (knee and elbow) or repetitive
contacts between a bone and NHO or two pieces of NHO, creating a conflict zone (hip). Corticosteroid
infiltration was carried out in a conflict zone, if present; otherwise, the injection was performed on-
contact with NHO. At the hip, success of corticosteroid infiltration was more important for NHO
injected in a conflict zone than injection on-contact. For NHO located around knee and elbow, only
corticosteroid injected on-contact with NHO were efficient on pain. Within the limitations of this
retrospective design, our findings question the place of local corticosteroid to treat pain provoked by

NHO after CNS damage in patients.
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Figure 1. Pain assessed with GAS for painful NHO located around hip, knee or elbow and treated
with corticoid injection; A. GAS before and one month after corticosteroid injection for painful NHO.

B. GAS one month after corticosteroid injection depending on joint affected by NHO development

(n=17).
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Figure 2. Pain assessed with GAS one month after corticosteroid injections for painful NHO

surrounding the hip. A. depending on NHO location around the hip, B. depending on NHO
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morphology and the presence of a conflict zone.

Figure 3. Radiological imaging of NHO and corticoid injections under radiological guidance; A.

CT-scan with 3 dimensional reconstruction showing an anterior NHO of the left hip with a large
conflict zone (arrow) between 2 pieces of NHO, one attached to the ilio-pubic rami and the second one,
implanted on the lesser trochanter; B. Corresponding pelvic X-Ray; C. Corticosteroid injection under
CT-scan guidance with needle located into the conflict zone; D. Axial section of CT-scan showing a
metaphyso-epiphyseal NHO of the left knee; E. Coronal section of the same CT-scan showing the NHO
located anteriorly to the medial collateral ligament; F. Corticosteroid injection on-contact with the

distal extremity of the NHO.
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Variables

Age, years, mean * 95%CI (minimum; maximum) 40 £ 8 (18; 73)
Female 5(29%)
Gender, n, (%)
Male 12 (71%)
TBI 6 (35%)
Stroke 3 (19%)
Cerebral anoxia 1(7%)
Etiology of CNS damage, n, (%)
Encephalitis 1 (7%)
SCI 4 (25%)
Other 1 (7%)
Hip 12 (70%)
NHO location, n, (%) Knee 3 (18%)
Elbow 2 (12%)

Delay between CNS damage and NHO diagnosis (CT-scan or x-ray), | 20.8 £ 22 (1; 183)
months

mean = 95%CI (minimum; maximum)

Delay between CNS damage and corticosteroids infiltration, months 22.7 + 21 (1;187)

mean = 95%CI (minimum; maximum)

Table 1. Demographic data and NHO features.

Total (n=17) GAS -1 GAS 20 p-value
(Chi-square
test)
NSAID administration | Yes 8 (47%) 1 7 0.4
before corticosteroids | No 6 (35%) 2 4
infiltrations, n, (%) Missing data 3 (18%) 0 3
Cortivazol 8 (47%) 1 7 0.7
Corticosteroids drugs | Betamethasone 6 (35%) 1 5
injected, n, (%) Hydrocortancyl 2 (12%) 0 2
Missing data 1 (6%) 1 0
Radiological guidance, | CT-scan 12 (70.5%) 3 9 0.8
n, (%) Radioscopy 4 (23.5%) 0 4
Ultrasonography | 1 (6%) 0 1

Table 2. Impact of NSAIDS administration, corticosteroids drugs injected and imaging used for

radiological guidance on GAS assessment one month after corticosteroids infiltration.
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CHAPITRE 5: Création d’'une banque de données clinico-
biologiques chez des patients hospitalisés en services de
soins aigiies pour la recherche de marqueurs spécifiques
prédictifs, notamment inflammatoires, du développement
précoce de POAN chez 'Homme « BENTHOS ».

Comme évoqué dans ce manuscrit de these, les études rétrospectives comportent des limites. Les
variations de méthodologies, le faible nombre de patients et la présence de facteurs confondants ne
permettent pas toujours d’identifier avec certitude les facteurs de risque impliqués dans la formation
de POAN. C’est suite a cette constatation qu’a été créé le modéle murin développant des OH, le plus
fidelement a la pathologie humaine, avec un objectif double. Le premier était d’étudier plus
précisément et de facon indépendante certains des facteurs de risque clinique, le second était de
préciser les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la formation d’OH. Ce modéle comporte
également des limites telles que le probléme de la transposition des résultats a ’homme, la taille
réduite de I'animal qui ne permet pas d’effectuer certains gestes chirurgicaux et enfin, la localisation
des OH qui n'est pas peri-articulaire, contrairement a 'homme.

Cependant, les études cliniques réalisées par notre équipe a partir de la base de données BANKHO qui
recense I'ensemble des caractéristiques des patients et des POAN opérées sur I'hdpital Raymond
Poincaré, tout comme les données de la littérature et les résultats de I’étude présentés dans le Chapitre
3, nous permettent aujourd’hui d’avoir un profil plus précis des patients a risque de développer des
POAN. De la méme fagon, les résultats obtenus par 'exploitation du modéle animal de Genét et coll.
couplés aux données de la recherche fondamentale sur le sujet des OHN, nous améne a une meilleure

compréhension des mécanismes conduisant a la formation des OHN et par extension, des POAN.

A ce stade, il semble que la mise en place d’'une étude prospective soit inévitable pour s’affranchir des
biais liés aux études rétrospectives et faire le lien avec la recherche fondamentale.

En se basant sur les résultats des travaux collaboratifs et translationnels (homme-animal), nous allons
donc démarrer en 2020, la toute premiére étude prospective sur les POAN sous le nom « BENTHOS »
pour Biomarkers for Early développent of Heterotopic Ossification. Ce projet se déroulera en
collaboration entre 'équipe du Pr Levesque, du Pr Banzet, et du Pr Genét (investigateur principal), soit

2 équipes de recherche fondamentale et une équipe clinique.

Il s’agit d’'une banque de données cliniques et biologiques qui a plusieurs objectifs. L’objectif principal
est de préciser l'incidence sur une année de survenue de POAN dans les 9 mois suivant un
traumatisme cranien et/ou une lésion médullaire. En effet, notre impression clinique est que
I'incidence de POAN opérées diminue sans que cela n’ait été chiffré.

On compte 3 objectifs secondaires. 1/ la collection d’échantillons biologiques rendra possible le
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dosage de molécules identifiées par la recherche fondamentale comme étant de potentiels
biomarqueurs pouvant étre corrélés a la survenue de POAN. 2/ Les parametres cliniques seront
recueillis de fagon exhaustive et concerneront les données neurologiques, mécaniques, infectieuses et
inflammatoires relatives a chaque patient sur une durée de 9 mois. 3/ A partir des données cliniques
et biologiques, nous établirons un score de risque clinico-biologique de survenue de POAN, dans les 9
mois apres le traumatisme, qui permettra de détecter précocement les patients a risque de développer
des POAN. Un diagnostic précoce permettra un suivi rapproché des patients et d’adapter la prise en
charge thérapeutique a I'évolution des POAN (administration d’AINS, infiltration de corticoides,
chirurgie).

A terme, nous souhaiterions déterminer des molécules et/ou des parametres cliniques, identifiés
comme des éléments clefs dans les mécanismes conduisant au développement de POAN, qui

pourraient faire 'objet de cibles thérapeutiques.

L’étude BENTHOS concerne les patients, homme ou femme > 18 ans, ayant :

e Un traumatisme cranien avec score de Glasgow initial < 8,

Ou

e Un traumatisme cranien avec score de Glasgow initial entre 8 et 14 associé a un « Injury Severity
Score » > 15 et une chirurgie dans les 24 heures suivant 'admission

Ou

e Une lésion médullaire traumatique compléte (para/tétraplégie initiale)

e L’accident doit dater de moins de 48 heures

e Le consentement éclairé doit étre signé par le patient ou un proche dans les 48 heures 'arrivée du

patient en service de soins aigu.

L’étude sera proposée a tous les patients hospitalisés dans le service de réanimation ou de chirurgie
orthopédique des Hopitaux Beaujon et Georges Pompidou, répondant aux criteres d’inclusion. Le
consentement devra étre signé par le patient ou sa personne de confiance s’il se trouve dans
I'incapacité de consentir (voir consentement en annexe). La période d’inclusion sera d’'une durée d'un

an. Le suivi de chaque patient se fera sur 9 mois.

Sur le plan statistique, il a été estimé pas Mme Jacota, statisticienne, que nous serions en mesure de
recruter 118 patients pour cette étude au vue du nombre de patients traumatisés craniens et blessés
médullaires hospitalisés dans les services de réanimation et de chirurgie orthopédique des hépitaux
Beaujon et Georges Pompidou sur 'année 2018. Un effectif de 118 patients (dont 15% de perdus de
vue) permettra d’estimer I'incidence de POAN attendue (environ 15% en se basant sur les données de

la littérature) avec une précision de 7%, soit un IC 95% de 8-22 (alpha 5%).
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Les dosages de liquides biologiques seront réalisés a J+2, J+8 et J+15 suivant l'arrivée des patients en
service de soins aigus et concerneront le sang, les urines et le liquide céphalo-rachidien. Certains
prélevements correspondent a des examens de routines. D’autres seront stockés au centre de
ressources biologiques de chaque hdépital avant d’étre acheminés dans le laboratoire du Pr Banzet
pour dosage de molécules spécifiques (détails en annexe). Ces molécules auront au préalablement été
identifiées par I'équipe du Pr Levesque comme intervenant dans le développement de OH dans le
modele murin.

Les paramétres cliniques seront recueillis tout au long de I'hospitalisation du patient en réanimation
et/ou chirurgie orthopédique jusqu’a J+15 puis a 1, 2, 3, 6 et 9 mois de I'accident. Les informations
recueillis a chaque visite sont détaillés dans le protocole en annexe.

Un examen d’imagerie sera réalisé en cas de suspicion clinique de POAN.

Jour de

sortie de
340 | | 12 J+8 115 | NN ML || M2 || M43 M+6 M+9
+/-2j +/-2j +/-2j +/-7j +/-7j +/-7j +/-7] +/-7j

Hospitalisation pour soins aigus

\ 4

Arrivée du Hospitalisation Consultations Visite de fin de la
patient en Prélévements biologiques® Recueil de données cliniques® recherche
réanimation + Recueil de données cliniques®? +/- recueil de données radiologiques® Consultations
+/- recueil de données radiologiques® Recueil de données
cliniques>
Hospitalisation +/- recueil de
Recueil de données données
cliniques3* radiologiques®

Figure 31. Schéma récapitulatif de la chronologie du projet « BENTHOS »

1 Prélevements biologiques

2Données cliniques a J+ 2 (+/- 2 jours)

3Données cliniques a J+ 8, J+ 15 et le jour de sortie du service de réanimation (+/- 2 jours)
4Données cliniques le jour de la sortie du service de réanimation (+/- 2 jours)

5Données cliniques recueillis a M+1, M+2, M+3, M+6, M+9 (+/- 7 jours) de 'inclusion

6 Examens d’'imagerie

L’étude BENTHOS s’inscrit dans les recherches interventionnelles a risques et contraintes minimes
décrit par la loi Jardé. Les échantillons biologiques, méme effectués pendant les examens de routine,
sont prélevés en plus de la pratique clinique et sont donc considérés comme a l'origine d'un risque
mineur pour le patient. L’étude BENTHOS sera mise en ceuvre apres avis favorable d'un Comité de

Protection des Personnes (prévu pour 1er trimestre 2020). L’autorisation de 'ANSM n’est pas requise.

Le document en annexe correspond au projet BENTHOS tel qu'il a été déposé a la Délégation a la

Recherche Clinique et a I'Innovation et tel qu’il sera soumis au Comité de Protection des Personnes.
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VI. Discussion, perspectives, conclusion

Cette these a cherché a préciser en partie, les mécanismes inflammatoires conduisant a la formation
des POAN. Nous nous sommes basés sur la pathologie humaine et les études cliniques pour réaliser le
premier travail de cette these. En effet, les études cliniques étant rétrospectives avec une
méthodologie trés hétérogene, il est difficile de faire précisément la différence entre facteurs
inflammatoires impliqués dans la survenue de POAN et facteurs confondants, dépendant d’autres
variables. Nous avons donc utilisé le modele murin développant des OHN créé par Genét et coll. afin
d’étudier plus précisément l'effet de l'inflammation locale et systémique sur la survenue et le
développement de OHN (Chapitre 1). Une premiére expérience a permis de montrer qu'une
inflammation locale, induite par un composant de paroi d’Escherichia Coli ou de Staphylococcus Aureus,
en plus de la cardiotoxine, augmente de fagon significative le volume des OHN et cette augmentation se
fait selon un effet-dose. Il semble donc que le niveau d’inflammation local influence de fagon
importante le volume des OHN. De plus, la provenance de ces agents de paroi bactérienne fait
supposer que l'inflammation pourrait étre spécifiquement induite par des pathogénes infectieux qui
contribueraient ainsi au développement des OHN. De facon intéressante dans cette expérience, on
pouvait également observer I'apparition de OH dans le groupe contréle pour la section médullaire
apres injection de cardiotoxine et d’'un agent de paroi bactérienne. Il semblerait donc qu'’il existe un
niveau inflammatoire seuil a partir duquel, la section médullaire n’est plus obligatoire pour la
survenue de OH. C’est d’ailleurs ce que I'on observe dans les pathologies non neurologiques a haut
niveau d’inflammation dans lesquelles se développent des POA (grands brilés, amputés,
polytraumatisés, long séjour en réanimation).

Dans une autre expérience sur le modele murin développant des OHN, I'inoculation d’agent de paroi
bactérienne se faisait par voie systémique et non pas en intramusculaire afin de se rapprocher des
conditions rencontrées en pathologie humaine (Chapitre 1). On observait une augmentation du
volume des OHN confirmant qu'une inflammation, méme systémique, contribue a la croissance des
OHN.

Toujours dans le méme modeéle murin, nous avons cherché a montrer I'effet du blocage de la jonction
neuro-musculaire sur le volume des OHN (Chapitre 2). L'injection de toxine botulique, habituellement
utilisé comme traitement de I'’hyperactivité musculaire aprés lésion du SNC a montré une
augmentation du volume des OHN. Nous sommes arrivés a la conclusion que la jonction neuro-
musculaire semble réguler le développement des OHN dans un muscle pathologique chez la sourie BM.
Il est possible que cette régulation s’effectue via un mécanisme de neuro-inflammation locale. Cette
hypothése reste a démontrer.

Suite a ces découvertes en recherche fondamentale, nous sommes retournés au monde clinique pour
rechercher des facteurs pourvoyeurs d'inflammation, notamment infectieux qui pourraient étre

présents a une phase tres précoce suivant I'accident neurologique (Chapitre 3). Nous avons comparé
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des patients TC avec POAN versus sans POAN, hospitalisés dans le méme service de réanimation puis
en rééducation neurologique. Cette étude a été la premiére a montrer que les patients avec POAN
présentent de facon plus importante des infections a bacilles gram négatif et plus particulierement a
Pseudomonas Aeruginosa. Comme dans d’autres travaux, la présence d’un polytraumatisme associé et
de chirurgies était corrélée a la survenue de POAN, tout comme une longue durée de la ventilation
mécanique, de coma, du séjour en réanimation et la présence d'une trachéotomie. En revanche, aucun
critere neurologique n’a été retrouvé comme augmentant le risque de POAN. A gravité neurologique
égale, il semble donc que les patients développant des POAN soient plus fréquemment infectés avec
des bacilles gram négatifs, dans un contexte de polytraumatisme, de chirurgies multiples et
nécessitant des soins aigues prolongés, comparativement aux patients sans POAN.

L’inflammation parait étre tres présente tout au long du développement des POAN, méme a la phase
chronique. C’est pourquoi, nous avons imaginé, comme pour certaines pathologies articulaires, injecter
des dérivés cortisonés localement, dans le but de traiter les douleurs induites par certaines POAN
(Chapitre 4). Dix-sept patients présentant des douleurs spontanées induites par des POAN ont ainsi
recu une infiltration de dérivé cortisoné sous contréle radiologique. Un mois plus tard, 80% des
patients présentait un soulagement des douleurs. Dans le cas de la hanche, le succeés était plus
important lorsque linfiltration était réalisée dans une zone de conflit osseux provoqué par
I'entrechoquement de deux piéces osseuses. Pour les douleurs induites par des POAN au coude et au
genou, les infiltrations faites au contact de la POAN étaient plus efficaces. Les infiltrations de dérivés
cortisonés au site de développement des POAN parait donc étre une alternative intéressante et peu
invasive dans la prise en charge antalgique des POAN douloureux.

Les POAN posent toujours, a I'’heure actuelle, le probleme du diagnostic et de prise en charge trop
tardive et trop invasive lors de I'apparition de complications. L’enjeu actuel est d’identifier les patients
a risque de développer des POAN, le plus tot possible apres leur accident neurologique de fagon a leur
assurer un suivi et une prise en charge adaptée et précoce. En se basant sur les études cliniques et les
données issues du modéle murin développant des POAN, nous allons relever des criteres cliniques et
biologiques reconnus comme étant corrélés a I'apparition de POAN dans une base de données clinico-
biologique BENTHOS qui verra le jour courant 2020 (Chapitre 5). Ce tout premier travail prospectif
sur les POAN permettra de repérer les patients a risque de développer des POAN et peut étre a terme

d’identifier des cibles thérapeutiques qui permettrons de prévenir ou de guérir les POAN.

Ce travail de these comporte des limites comme nous 'avons détaillé dans chacun des articles. Les
études précliniques ont parfois été réalisées sur un nombre inégal d’animaux (Chapitre 1). Ceci
s’explique par la compilation des résultats provenant de deux études différentes, la premiére ayant
généralement été répétée. Cependant, pour certains groupes, notamment les SHAM pour la BM, nous

avons fait le choix de ne pas répéter I'expérience par soucis de réduction du nombre d’animaux
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utilisés, dans les cas ou les résultats étaient homogeénes dans le groupe et permettaient de conclure a
une différence.

Dans le travail sur le blocage de la jonction neuro-musculaire, nous n’avons pas directement montré
que le signal inflammatoire était modulé par la toxine botulique (Chapitre 2). Une étude
complémentaire pourrait consister a doser la substance P et certains cytokines inflammatoires (OSM,
IL-1) localement aprés administration de toxine botulique. Il s’agirait également de déterminer si c’est
le blocage de la jonction neuro-musculaire ou 'administration de toxine botulique qui est a l'origine
d’'une augmentation de l'inflammation et donc du volume des POAN. Dans le modele murin, on
observe, quel que soit I'expérience, une variation du volume des OHN. Cette variation est également
retrouvée en pathologie humaine, expliquant pourquoi certains patients sont symptomatiques alors
que d’autres ne le sont pas. La symptomatologie clinique dépend du volume mais aussi de la
localisation des POAN. Comme nous I'avons évoqué précédemment, les OHN du modéle animal ne sont
pas péri-articulaires mais intramusculaire. Nous n’expliquons pas bien ce phénomeéne et malgré un
grand nombre de similarité histologique, nous préférons ici les différencier des POAN en terme de
terminologie.

L’étude clinique conduite chez les patients TC en réanimation pose le probléme du faible effectif de
patients avec POAN (N=6) (Chapitre 3). Il se peut que certains résultats soient non significatifs a tort
par manque d’effectif dans le groupe « cas » avec POAN. Une analyse multivariée n’a pas pu étre faite
pour les mémes raisons. Le design rétrospectif est également une limite méme si les dossiers cliniques
de réanimation sont tres complets.

L’étude BENTHOS, au design prospectif, va reprendre une grande partie des criteres cliniques
préalablement étudiés dans I’étude rétrospectives, notamment infectieux. Les données recueillies dans
cette database permettront de confirmer les résultats obtenus mais aussi de préciser si les tendances
retrouvées dans I'étude rétrospective se trouvent en lien avec la survenue de POAN. Enfin, un plus
grand nombre de patients avec POAN permettrait de réaliser une analyse multivariée et ainsi, de
différencier les facteurs identifiés comme étant en lien avec I'apparition de POAN et les facteurs
confondants. Concernant l'infiltration, au site de développement de POAN, de dérivés cortisonés
comme alternative d’'un traitement antalgique, il faudrait maintenant réaliser une étude controlée,
randomisée, versus placebo de fagon a confirmer l'effet positif de l'infiltration de corticoides sur la

douleur.

La partie recherche fondamentale a été réalisée de novembre 2015 a octobre 2016 dans le laboratoire
du Pr Jean Pierre Levesque, responsable de I'unité “ Stem Cell Biology Laboratory” (Cancer Care and
Biology Program, Mater Research, University of Queensland, Woolloongabba, Queensland, Australia)
avec l'aide d’'un financement du gouvernement australien (National Health and Medical Research
Council). C’est au sein de cette équipe que le modele murin développant des POAN aprés section

médullaire et injection de cardiotoxine a été créé 3 ans plus tot [221]. Une collaboration étroite se
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poursuit depuis avec notamment la soumission courant 2019 de deux appels a projets auprés de
I'Unité de Défense des Etats Unis (US DOD) et du gouvernement australien (National Health and
Medical Research Council) qui permettront de financer I'étude BENTHOS. Cette collaboration est
rendue possible grace a un accord cadre, renouvelé tous les 3 ans, entre I'Université de Versailles-Saint
Quentin en Yvelines et I'Université du Queensland. Le modéle murin a été importé par le Pr Francgois
Genét dans I'équipe 3 de 'TUMR1179 (UFR des Sciences de la Santé, Université Versailles Saint-Quentin
en Yvelines). Cette unité collabore également avec une équipe francaise de I'UMRS-MD-1197 «
Interactions entre les cellules souches et leurs niches en physiologie, cancérologie et dans la
réparation tissulaire”. C’est une unité mixte de recherche INSERM, Université Paris 11 (Dr Marie-
Caroline Le Bousse-Kerdilés) et ministere des Armées (Pr Sébastien Banzet). Depuis 5 ans, cette
équipe analyse les POAN issus des résections chirurgicales réalisées par les chirurgiens orthopédistes
de I'h6pital Raymond Poincaré. Le travail de nos trois équipes a conduit a des résultats majeurs déja
présenté dans ce manuscrit de thése dont la mise en évidence d'une niche hématopoiétique ectopique
pleinement fonctionnelle au sein des POAN et un réle majeur des macrophages, de 'inflammation et de

I'Oncostatine M dans la physiopathologie des POAN [3,221,249,264,325].

Sur le plan clinique, nous disposons a ’hépital Raymond Poincaré de la plus grande série mondiale de
patients opérés pour résection chirurgicale de POAN génantes (545 patients, 784 chirurgies en juin
2018). Une dizaine d’études ont été publiées depuis la création de la base de données BANKHO en
octobre 1993 dont les principaux résultats sont présentés dans l'introduction de ce manuscrit de
thése. La gestion des patients avec POAN chirurgicaux reléve d'une prise en charge pluridisciplinaire
de neuro-orthopédie constituée de médecins de médecine physique et de réadaptation, de chirurgiens
orthopédistes, d’anesthésistes et rééducateurs. Le développement de la neuro-orthopédie sur ce site
hospitalier permet depuis plus de 30 ans de prendre en charge les complications orthopédiques liées a
une pathologie neurologique de patients vivants en France mais aussi a I'étranger. Ce concept de
travail pluridisciplinaire va étre matérialisé en novembre 2020 par la création du premier service de
neuro-orthopédie sur ’hdpital Raymond Poincaré. Ce service proposera une prise en charge médicale
et chirurgicale adaptées aux patients présentant des complications neuro-orthopédiques dont des

POAN.

Enfin, le projet BENTHOS est ambitieux et requiert une bonne méthodologie, un financement, un
accord éthique. Toutefois, le réseau hospitalier et universitaire actuel nous permet aujourdhui
d’établir un lien bidirectionnel entre la pathologie clinique et la recherche fondamentale. Cette
collaboration parait primordiale pour prétendre a une meilleure connaissance des mécanismes
physiopathologiques conduisant a la formation de POAN. L’étude BENTHOS est le fruit de cette
recherche translationnelle et internationale. Nous espérons au travers de cette étude découvrir des

facteurs cliniques et marqueurs biologiques clés dans la formation de POAN dont le but est double : 1/
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établir un score de risque de survenue de POAN permettant de diagnostiquer les patients a risque le
plus précocement possible ; 2/ élaborer a terme, des thérapeutiques ayant pour but de prévenir ou de

guérir des POAN.
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1. RESUME SYNOPTIQUE

Titre complet

Incidence des paraostéoarthropathies neurogenes (POAN) dans une
population de traumatisés craniens et de blessés médullaires et
marqueurs spécifiques du développement précoce de POAN

Acronyme/référence

BENTHOS

Investigateur coordonnateur

Dr Marjorie SALGA

Service de Médecine Physique et de Réadaptation
Hépital Raymond Poincaré

Tél:01.47.10.70.82

Courriel : marjorie.salga@aphp.fr

Responsable scientifique

Pr Francois GENET

Service de Médecine Physique et de Réadaptation
Hépital Raymond Poincaré

Tél:01.47.10.70.70

Courriel : francois.genet@aphp.fr

Promoteur

Assistance Publique - Hopitaux de Paris

Justification scientifique

Les paraostéoarthropathies neurogénes sont des formations
osseuses péri-articulaires pouvant survenir dans les suites d'une
lésion neurologique centrale. Leur apparition limite la rééducation
et les capacités de récupération. Les POAN sont parfois a I'origine de
complications (douleur, raideur articulaire, compression vasculaire
et nerveuse, escarre) chez des patients déja porteurs de lourdes
séquelles neurologiques grevant le pronostic fonctionnel. De
nombreux travaux de recherche clinique ont été réalisés au sein de
notre équipe. Par la suite est née une collaboration avec des équipes
de recherche fondamentale (Pr Levesque, Pr Le Bousse Kerdilés, Pr
Banzet, Pr Genét) permettant des travaux translationnels homme-
animal. L’application clinique des découvertes récentes émanant de
la recherche permet aujourd’hui de lancer la toute premiere étude
prospective sur les paraostéoarthropathies neurogénes.

Objectif et critéere d’évaluation
principal

Objectif principal :

Déterminer I'incidence de survenue de POAN dans les 9 mois
suivant un traumatisme cranien et/ou une lésion médullaire.
Critére d’évaluation principal :

Survenue de POAN dans les 9 mois suivant un traumatisme cranien
et/ou une lésion médullaire

Objectifs et critéres d’évaluation
secondaires

Objectifs secondaires :

e Déterminer l'incidence du développement de POAN dans les 9
mois suivant un traumatisme cranien,

e Déterminer l'incidence du développement de POAN dans les 9
mois suivant une lésion médullaire,

e Déterminer s’il existe une association entre les paramétres
biologiques issus du sang/plasma, des urines et du liquide
céphalo-rachidien dans les 15 jours suivant une Ilésion
neurologique centrale et la survenue de POAN dans les 9 mois
apres le traumatisme,

e Déterminer s'il existe une association entre des parameétres
cliniques identifiés dans les 9 mois suivant l'accident
neurologique et la survenue de POAN dans l'année apres le
traumatisme,

e C(Créer un score de risque clinico-biologique de survenue de
POAN dans les 9 mois apreés le traumatisme,

e (alculer les performances pronostiques (de survenue de POAN
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dans l'année aprés le traumatisme) pour les parametres
biologiques statistiquement associés a la survenue de POAN et
pour le score de risque.

Criteres d’évaluation secondaires :

Survenue de POAN dans les 9 mois suivant un traumatisme
cranien

Survenue de POAN dans les 9 mois suivant une 1ésion médullaire
Résultats des dosages biologiques des sujets dans les 15 jours
suivant une lésion neurologique centrale

Caractéristiques cliniques des sujets dans les 9 mois suivant une
lésion neurologique centrale

Score de risque clinico-biologique de survenue de POAN dans les
9 mois apreés le traumatisme

Performances pronostiques (de survenue de POAN dans I'année
aprés le traumatisme) pour les parameétres biologiques
statistiquement associés a la survenue de POAN et pour le score
de risque

Schéma expérimental

Etude observationnelle (cohorte prospective)

Population concernée

Patients traumatisés craniens ou médullaires a leur arrivée en
réanimation

Criteres d’inclusion

Homme ou Femme > 18 ans

Traumatisme cranien avec score de Glasgow initial < 8

ou traumatisme cranien avec score de Glasgow initial entre 8 et
14 associé a un « Injury Severity Score » (ISS) > 15 et une
chirurgie dans les 24 heures suivant I'admission

Lésion médullaire traumatique complete (para/tétraplégie
initiale)

Accident datant de moins de 48 heures

Consentement éclairé signé par le patient ou un proche

Criteres de non inclusion

Age <18 ans,

Choc hémorragique ou transfusion sanguine supérieure ou égale
a 4 culots globulaires dans les 6 heures suivant le traumatisme
(compter également les culots pré-hospitaliers ou du premier
hopital),

e Suivi impossible sur un an,
e Patient n’habitant pas en région parisienne,
e Femme enceinte ou allaitante,
e Patient sous tutelle ou curatelle,
e Non affiliation a un régime de sécurité sociale ou CMU.
Actes ou Produit faisant I'objet de | ¢  Dosages biologiques (sang, urines, liquide céphalorachidien),
la recherche e Recueil d’'informations cliniques,
e Imagerie en cas de suspicion clinique de POAN.
Autres actes ou procédures | e Tubes de sang supplémentaires,
ajoutés par la recherche e Consultations de suivi supplémentaires.
Bénéfices attendus pour les |e Suivi rapproché dans les 9 mois suivant I'accident neurologique,
participants et pour la société e Détecter précocement les patients a risque de développer des

POAN pour les prendre en charge avant la survenue de
complications,

Dépister d’autres anomalies liées au handicap (déformations
neuro-orthopédiques, escarres...) et orienter vers une structure
experte afin de permettre des soins adaptés.

Risques et contraintes minimes
ajoutés par la recherche

Préléevements de liquides biologiques et recueils de données
cliniques réalisés en supplément par rapport a ce qui est fait en
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routine

Déroulement pratique

JO a J+2 : Inclusion

J+2 : Premier prélevement de liquides biologiques (sang/plasma,
urines, liquide céphalorachidien) + recueil d’informations cliniques
J+8 : Second prélevement de liquides biologiques (sang/plasma,
urines, liquide céphalorachidien) + recueil d'informations cliniques
J+15 : Troisiéme prélevement de liquides biologiques (sang/plasma,
urines, liquide céphalorachidien) + recueil d'informations cliniques
M+1 : Recueil d'informations cliniques

M+2 : Recueil d'informations cliniques

M+3 : Recueil d'informations cliniques

M+6 : Recueil d'informations cliniques

M+9 : Recueil d'informations cliniques

Nombre de sujets sélectionnés

118 sujets

Nombre de centres

Centres recruteurs:

e Service Réanimation chirurgicale polyvalente, Pr Catherine
PAUGAM-BURTZ, CHU Beaujon, 100 Boulevard du Général
Leclerc, 92110 Clichy, Assistance Publique - Hopitaux de Paris,
France.

e Service de Chirurgie Orthopédique (Pr Marc Antoine
ROUSSEAU), CHU Beaujon, 100 Boulevard du Général Leclerc,
92110 Clichy, France.

e Service Réanimation (Pr Romain PIRRACCHIO), Hépital
Européen Georges Pompidou, 20 Rue Leblanc, 75015 Paris,
France.

e Service de Chirurgie Orthopédique (Pr Pierre GUIGUI), Hopital
Européen Georges Pompidou, 20 Rue Leblanc, 75015 Paris,
France.

Centres non recruteurs :

e Service de Médecine Physique et de Réadaptation (Pr AZOUVI),
CHU R. Poincaré, 104 Bd R. Poincaré 92380 Garches, France.
Pour consultation de suivi et réalisation des examens
radiologiques.

e Centre de ressources biologiques de Bichat (CRB) (Hopital
Bichat, 46 Rue Henri Huchard, 75877 Paris) sous la
responsabilité de Mme HUART et Dr TUBIANA

e Unité de recherche UMR-S/MD1197, IRBA-CTSA, Hépital Percy,
1 Rue du Lieutenant Raoul Batany, 92190 Clamart, France

e Unité de recherche END:ICAP U1179 INSERM, Université
Versailles Saint Quentin en Yvelines, UFR des Sciences de la
Santé-Simone Veil, Montigny le Bretonneux, France

Calendrier de la recherche

Durée d’inclusion : 12 mois

Durée de participation : 9 mois

Durée totale : 21 mois

Durée de conservation de la sérotheque : 2 ans

Durée d’interdiction de participation a une autre recherche et
justification : aucune interdiction
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Nombre d’inclusions prévues par
centre et par mois

2,5

Analyse statistique

Calcul de I'incidence des POAN dans I'année apres I'inclusion, avec
son IC 95%, parmi les patients inclus dans I'étude séparément dans
les deux groupes : traumatisme cranien et lésion médullaire a
I'inclusion.

Régressions logistiques univariées, puis multivariées pour expliquer
la survenue de POAN par les parameétres cliniques et biologiques
d’intérét a l'inclusion.

Création d’un score de risque de survenue de POAN sur la base du
modele multivarié.

Modeles de régression logistique multiniveau pour expliquer la
survenue de POAN par I’évolution des parametres biologiques dans
le temps.

Calculs de seuils et des performances pronostiques pour chaque
parametre biologique avec une association statistiquement
significative avec la survenue de POAN, ainsi que pour le score

Source de financement

US DOD
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2. JUSTIFICATION SCIENTIFIQUE DE LA RECHERCHE

2.1 ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES AU REGARD DE LA RECHERCHE

e Sur la pathologie

Les paraostéoarthropathies neurogenes (POAN) sont des formations osseuses ectopiques de
localisation péri-articulaire mais toujours extra-capsulaire. Ces ossifications suivent un processus de
maturation d’os lamellaire constitué d’ostéoblastes, ostéoclastes et moelle osseuse hématopoiétique
[3]. Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans leur développement restent encore obscurs.
Ils s’observent chez 20 a 29% des patients avec lésion médullaire et 5 a 20% des traumatisés craniens
[140][91]. lIs se développement en zone paralysée [60], préférentiellement autour des hanches,
coudes, genoux et épaules [57]. Le diagnostic est souvent tardif et se fait lors de la survenue de
complications chez les patients souffrant d'une perte de sensibilité ou d’'une altération des possibilités
de communication [57]. Les POAN sont a l'origine de douleur, raideur articulaire voire ankylose,
compression vasculaire ou nerveuse ou bien escarre. Leur apparition limite les capacités de
rééducation et de récupération chez des patients déja porteurs de lourdes séquelles neurologiques,
grevant ainsi le pronostic fonctionnel [306]. La suspicion clinique de POAN est confirmée par les

examens d’'imagerie [79]. Le seul traitement radical, a I'heure actuelle, reste la chirurgie d’exérése.

o Sur les stratégies/ procédures de référence

Nous avons développé sur I'hdpital Raymond Poincaré, un axe de recherche sur les
complications osseuses apres lésions neurologiques centrales incluant les POAN. Ce projet est intégré
a I'équipe 3, UMR 1179, Endi:icap, Université Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines. En premier lieu,
nous avons mis a jour et développé une base de données permettant de recenser tous les patients
opérés de POAN par I'équipe du Dr Philippe DENORMANDIE depuis 1993. L’expertise clinique liée aux
consultations pluridisciplinaires spécialisées a permis de réaliser une analyse épidémiologique de
cette base de données dés 2009. Actuellement nous bénéficions de la plus grande série de POAN
opérées publiée (570) et le nombre d’exérese de POAN se porte aujourd’hui a 884. La description et
exploitation de la base de données « BANKHO » a permis de mieux identifier la population de patients

arisque et d’optimiser leur prise en charge [57][306][72][112][313][117][326][327] [312] [328].

Un axe de recherche fondamentale sur du tissu osseux humain a ensuite vu le jour. Bénéficiant
sur site d’'un grand nombre de chirurgies d’excision, une collection des déchets opératoires de ces
piéces osseuses hétérotopiques a ensuite été collectée pour analyse histologique. Ce travail a été
développé en collaboration avec 'unité INSERM UMR-S/MD1197 de I'hépital Paul Brousse (Pr Marie-
Caroline LE BOUSSE-KERDILES) et les laboratoires de recherche et de biologie osseuse du Service de
Santé des Armées et de 'IRBA (Pr Jean-Jacques LATAILLADE, Drs. Jean-Marc COLOMBET et Xavier

HOLY). Ainsi, en 2011, un axe de recherche fondamentale sur du tissu d’ostéome humain a été
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développé. Torossian et al.[3], de 'Inserm UMR-S/MD1197 ont défini les caractéristiques des POAN

excisées.

La mise au point d’'un modeéle expérimental dans lequel des ossifications hétérotopiques se
développent apres lésion du systeme nerveux central paraissait essentielle pour étudier les
mécanismes intervenant dans la genése et le développement des POAN. Genét et al. [221], ont mis au
point le premier modéle murin de POAN dans le laboratoire du Pr Levesque (Stem Cell Biology
Laboratory, Cancer Care and Biology Program, Mater Research - The University of Queensland,
Woolloongabba, Queensland, Australia). La formation de POAN nécessite la combinaison d’une section
médullaire chirurgicale et d'un dommage musculaire en zone sous lésionnelle créé par l'injection de
cardiotoxine, une myotoxineprotéique. Ce modele robuste reproduit un grand nombre de
caractéristiques cliniques et physiopathologiques similaires a celles de la pathologie humaine et ce, en
I'absence de manipulation génétique ou d’injection intramusculaire de BMP. L’exploitation de ce
modele a donné lieux a plusieurs publications [249][325]. Les travaux actuellement menés ont permis
d’identifier certaines cytokines inflammatoires, le systéme nerveux autonome ou encore des protéines
libérées lors de lyses cellulaires ou par les plaquettes comme intervenant dans le métabolisme osseux

et potentiellement dans la formation de POAN [264].

2.2 HYPOTHESES DE LA RECHERCHE

En se basant sur les résultats des travaux collaboratifs et translationnels (homme-animal), nous
souhaitons mener la premiere étude prospective qui permettrait :

i) D’évaluer l'incidence des POAN (suspicion clinique et confirmation radiologique). Le

caractere prospectif de ce recueil de données cliniques permettra de s’affranchir des biais
imputés aux études rétrospectives menées jusqu’a présent.

ii) De détecter précocement les patients a risque de développer des POAN, grace a des

biomarqueurs et parametres cliniques spécifiques. Un diagnostic précoce pourrait
permettre de prévenir la survenue de complications et le retentissement fonctionnel liés

au POAN.

A terme, nous souhaiterions déterminer des molécules clés dans le mécanisme conduisant au
développement de POAN qui pourraient faire I'objet de cibles pharmacologiques dans le cadre d'un
traitement préventif ou curatif.

2.2 DESCRIPTION DE LA POPULATION A ETUDIER ET JUSTIFICATION DE SON CHOIX

[’étude concerne tous les patients avec traumatisme crinien et/ou traumatisme médullaire
justifiant d’'une prise en charge en réanimation. Selon les données épidémiologiques, ces deux

populations sont les plus sujettes au développement des POAN. Nous avons choisi de restreindre notre
168



population aux patients les plus a risque de présenter une POAN dans les suites de l'accident
neurologique central dans le but de voir apparaitre 2 populations a la fin de notre étude : une

population avec POAN et une population sans POAN que nous pourrons alors comparer.

2.3 DESCRIPTION DES ACTES PRATIQUES OU PRODUITS UTILISES CONFORMEMENT A LEUR
UTILISATION COURANTE

Les prélévements de liquides biologiques (sang/plasma, urine, liquide céphalorachidien) seront
effectués lors des prélevements de routines. Aucun prélevement ne sera réalisé uniquement dans le
cadre de ce protocole.

Le recueil de données cliniques est réalisé tout au long du séjour du patient dans le service de
réanimation.
La consultation a 6 mois est habituellement réalisée dans les services de rééducation disposant

d’un service de consultations.

2.4 DESCRIPTION DES ACTES ET DES PROCEDURES AJOUTEES PAR LA RECHERCHE

Les prélevements de liquides biologiques (sang/plasma, urines, liquide céphalorachidien)
seront réalisés en plus des tubes habituels et envoyés au laboratoire du Centre de Ressources
Biologique (CRB) de Bichat ou de 'HEGP pour étre techniqués et stockés.

Le recueil de données cliniques a la sortie du service de réanimation se fera lors de consultations de

suivi spécifiquement dédiées a I’étude.

2.5 RESUME DES BENEFICES ET DES RISQUES PREVISIBLES ET CONNUS POUR LES PERSONNES SE
PRETANT A LA RECHERCHE

Les patients inclus dans cette étude bénéficieront d’'un suivi clinique rapproché sur I'année
suivant leur inclusion. La suspicion de POAN débouchera sur la réalisation d'une imagerie
diagnostique et une prise en charge spécifique si le diagnostic est avéré. Ce suivi permettra également
de dépister d’autres anomalies liées au handicap (déformations neuro-orthopédiques, escarres...). Le
patient sera alors pris en charge ou orienté vers une autre structure experte afin de permettre des

soins adaptés.

Les risques prévisibles pour les patients inclus dans cette étude pourraient étre liés :

e Aux prélevements supplémentaires de liquides biologiques effectués pour la recherche. C’est pour
cela que les patients en choc hémorragique ou ayant recu plus de 4 culots globulaires dans les 6
heures suivant le traumatisme seront logiquement exclus de cette étude. On prélévera seulement 2

tubes supplémentaires de 5 millilitres chacun soit 10 millilitres. Nous avons fait le choix d’espacer
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les prélevements d’'une semaine de facon a réduire la fréquence et le volume de sang prélevé pour
la recherche.

Au prélevement sanguin qui peut entrainer une sensation désagréable transitoire au moment de la
piqlire, ainsi qu'un hématome au point de ponction.

A la contrainte due aux consultations de suivi pour recueil des données cliniques. Dans le but de
réduire les déplacements de patients et le nombre de perdus de vue, il était important de
restreindre notre population aux sujets vivant en région parisienne. Par ailleurs, les recueils de
données seront réalisés sur les lieux d’hospitalisation du patient tant que celui-ci sera hospitalisé.
Une fois rentré au domicile ou en institution, le patient sera vu en consultation de suivi dans le

service de médecine physique et de réadaptation sur le site de I'hopital Raymond Poincaré.

3. OBJECTIFS DE LA RECHERCHE

3.1 OBJECTIF PRINCIPAL DE LA RECHERCHE

L’objectif principal de cette étude est de déterminer I'incidence du développement de POAN dans

les 9 mois suivant I'accident neurologique de notre population.

3.2 OBJECTIFS SECONDAIRES DE LA RECHERCHE

Déterminer l'incidence du développement de POAN dans les 9 mois suivant un traumatisme
cranien,

Déterminer I'incidence du développement de POAN dans les 9 mois suivant une 1ésion médullaire,
Déterminer s’il existe une association entre des parametres biologiques issus du sang/plasma, des
urines et du liquide céphalo-rachidien dans les 15 jours suivant une lésion neurologique centrale
et la survenue de POAN dans les 9 mois apreés le traumatisme,

Identifier des facteurs de risques cliniques robustes, identifiés dans les 9 mois suivant I'atteinte
neurologique et pouvant étre impliqués dans la survenue de POAN,

Créer un score de risque clinico-biologique de survenue de POAN dans les 9 mois apres le
traumatisme,

Calculer les performances pronostiques (de survenue de POAN dans les 9 mois apres le
traumatisme) pour les parametres biologiques statistiquement associés a la survenue de POAN et

pour le score de risque.

4. CONCEPTION DE LA RECHERCHE

4.1 CRITERE D’EVALUATION PRINCIPAL
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Le critere d’évaluation principal est la survenue de POAN au cours des 9 mois suivant I'accident
neurologique.

La suspicion clinique de POAN repose sur la présence d'un ou plusieurs symptomes suivants [140] [10]

» Liés d la POAN elle-méme: signes inflammatoires locaux, masse palpable péri-articulaire,

raideur et/ou douleur articulaires (mécaniques, inflammatoires ou mixtes),

» Complications secondaires au développement de la POAN : compression vasculaire, compression

nerveuse, escarre, ankylose articulaire.

En cas de suspicion clinique de POAN, une imagerie sera demandée afin de confirmer le diagnostic.
L’examen sera effectué par un médecin radiologue des hopitaux participants (échographie en
réanimation ou angioscanner avec reconstruction 3 dimensions en radiologie). Chez les sujets encore
hospitalisés en réanimation, I'’échographie au lit du patient est a privilégier afin d’éviter les transports
chez les patients lourds et dépendants. Le diagnostic repose sur l'identification a la phase précoce de
développement de POAN, d’'un cedéme et hypervascularisation dans un muscle péri-articulaire et a un
stade plus avancé, d'une masse hyperéchogene au sein d’'un muscle hétérogéne de localisation péri-
articulaire [329]. Elle a pour inconvénient d’étre opérateur dépendant et de ne pas permettre une
caractérisation correcte des POAN et leur rapport avec les structures adjacentes. Dans les autres cas,
I'angioscanner avec reconstruction 3 dimensions sera demandé car aujourd’hui, cet examen est
considéré comme l'imagerie de référence. Selon le degré de maturation de la POAN, le diagnostic
scannographique se fait précocement en présence d’ilots musculaires ossifiés au sein d'un muscle
hétérogéne et cedémateux [330]. Avec le temps et la maturation, le POAN s’ossifie progressivement
avec la confluence des différents flots qui s’organisent en une véritable masse osseuse plus ou moins
volumineuse, hétérogéne et pouvant fusionner avec les os environnants. Au-dela du diagnostic, le
scanner permet également de préciser les caractéristiques des POAN (taille, localisation, volume,
rapport avec structures vasculaire et nerveuse), d’évaluer le risque de complication (déminéralisation
osseuse, lésions intra-articulaires) et permet au chirurgien de trouver un plan de clivage et une voie

d’abord avant la chirurgie [79].

4.2 CRITERES D’EVALUATION SECONDAIRES

e Survenue de POAN dans les 9 mois suivant un traumatisme cranien.

e Survenue de POAN dans les 9 mois suivant une lésion médullaire.

e Résultats des dosages biologiques des sujets dans les 15 jours suivant une lésion neurologique
centrale.

e (Caractéristiques cliniques des sujets dans les 9 mois suivant une lésion neurologique centrale.

e Score de risque clinico-biologique de survenue de POAN dans les 9 mois apres le traumatisme.
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e Performances pronostiques (de survenue de POAN dans les 9 mois apres le traumatisme) pour les

parameétres biologiques statistiquement associés a la survenue de POAN et pour le score de risque.
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Liste des ) Laboratoire
liquides Molécules Tubes Stockage Méthode de effectuant
supplémentaires au CRB mesure
biologiques la mesure
Sang Numération, formule | non non Examens Laboratoires
périphérique | sanguine, plaquettes, courants réalisés | de biochimie
/ lactates, PO2, PCO2, par les et
plasma phosphatases alcalines, laboratoires hématologie
calcémie, protéines, des hopitaux
phosphorémie, créatine Beaujon et
phospho-kinase, ASAT, HEGP
fibrinogéne
OSM, IL 1ac et IL1B, I1-31, | oui oui ELISA et analyse | CRB Bichat
LIF, FGF23, BDNF, GABA multiplex réalisés | et HEGP
Endotoxines, CXCL12 pour la recherche
PDGF-AA, PDGF-BB,
PDGF-AB, TGF-beta
ATP, HMGB1, S100A8/9
Leptine, cortisol, ACTH,
normetadrenaline,
metadrenaline
Calcitonine et
osteocalcine
Glutamate
Urines Calcémie, oui oui ELISA et analyse CRB Bichat
phosphorémie, cortisol, multiplex réalisés | et HEGP
métanéphrines, pour la recherche
metadrenalineet acide
vanylmandélique, PGE2
Liquide chlore, glycorachie, | non non Examens Laboratoires
céphalo- protéines courants réalisés | de biochimie
rachidien par les et
laboratoires hématologie
des hopitaux
Beaujon et
HEGP
OSM, IL 1 et IL1, I1-31, | oui oui ELISA et analyse | CRB Bichat
LIF, FGF23, BDNF, GABA multiplex réalisés | et HEGP
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Endotoxines, CXCL12 pour la recherche
PDGF-AA, PDGF-BB,
PDGF-AB, TGF-beta
ATP, HMGB1, S100A8/9
Leptine, cortisol, ACTH,
normetadrenaline,
metadrenaline
Calcitonine et
osteocalcine

Glutamate

Les dosages s’effectueront :
e Pour le sang/plasma, les urines et le LCR, a 3 reprises au cours du séjour en réanimation,
o Dans les 48 premiéres heures suivant I'arrivée du patient afin d’éviter les prélévements la
nuit et le dimanche pendant les heures de fermetures du CRB,
o J+8apres le premier prélévement,
o J+15 apres le premier prélevement ou le jour de la sortie de réanimation si avant le 15éme

jour.

e Pour le LCR, les prélévements se feront au cours d'une procédure de traitement avec acces direct
(en intention de traiter). Aucun prélévement ne sera réalisé uniquement dans le cadre de ce
protocole.

o Pour les patients traumatisés craniens, les prélévements seront effectués depuis les
dérivations ventriculaires externes par les IDE ou éventuellement par le neurochirurgien
en cas de neurochirurgie.

o Pour les patients traumatisés médullaires, les prélevements se feront au bloc opératoire
lors de la chirurgie rachidienne par I'IDE ou le chirurgien, si celle-ci est indiquée.

o Pour les 2 populations, un recueil de LCR pourra se faire lors d’'une ponction lombaire

réalisée par les médecins, seulement si indiquée.

e (Caractéristiques cliniques des sujets dans 'année suivant une lésion neurologique centrale
o VisiteaJ+2 (+/-2 jours) de l'inclusion du patient (cf Annexe 0):

= Date de l'accident

= Données patients: date de naissance, sexe, poids, taille, consommation de tabac,

consommation d’alcool, origine ethnique (Remarque: les sujets a peau noires sont

considérés comme étant plus a risque de développer des POA apres implantation de
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prothése totale de hanche ou fractures acétabulaires ; ce sur-risque n’a jamais été montré
pour les POA neurologiques [331][332]).

= Données SMUR: Score Glasgow initial, perte de connaissance initiale, polytraumatisme

(oui/non), mécanisme de I'accident (traumabase), désincarcération (traumabase), écrasé-
projeté (traumabase), inhalation pulmonaire lors de I'intubation, arrét cardiorespiratoire

= Lésions neurologiques : localisation des 1ésions cérébrales et/ou médullaires, type de

lésions, lésions extra-cérébrales, fracture du crane et ou du rachis, engagements,
évacuation hématome, dérivation ventriculaire externe (traumabase), Abbreviated Injury
Scale (AIS) head, American Spinal Injury Association score (ASIA) (Annexe 1)

= Lésions autres organes : Traumatisme musculaire, Fractures, Luxations, AIS Membres, AIS

Colonne Vertébrale, Traumatisme thoracique, AIS Thorax, Traumatisme pelvien,
Traumatisme abdominal, AIS Abdomen, Traumatisme facial, AIS Téte
= AIS total

=  Chirurgie rachidienne de décompression médullaire

o Visite a J+8, J+15 et le jour de départ du service de réanimation (+/-2 jours) (cf Annexe 0)

= Thérapeutiques utilisées : sédatifs pour neuro-protection, sédatifs pour agitation, curares,
drogues vasoactives, corticoides, circulation extra corporelle, membrane d’oxygénation,
exacyl, anti-épileptiques, anti-dépresseurs, dialyse, antibiotiques.

= Statut neurologique: Coma, dysautonomie, déficits neurologiques initiaux cognitif,

Orientation dans le temps et I'espace, déficit moteur (complet/incomplet/pas de déficit),
score ASIA, déficit moteur, commande motrice, choc spinal, échelle d’Ashworth modifiée de
I'ensemble des groupes musculaires présents autours des articulations potentiellement
concernées par les POAN (Annexe 2), aggravation neurologique secondaire, hypertension
intracranienne avec pression intracranienne > 20 mmHg

= Statut infectieux (Annexe 3): Nombre d’infections pulmonaires, urinaires, cutanées/sur

cathéter, méningées, ostéoarticulaires et autres au cours du séjour, sévérité pour chaque
infection, nom des bactéries identifiées pour chaque infection

= Statut respiratoire : date de 'extubation, date de la trachéotomie, date de sevrage de la

ventilation mécanique, syndrome de détresse respiratoire aigilie (traumabase)
= Statut inflammatoire : escarres, événement thromboembolique
= Kinésithérapie: kinésithérapie respiratoire, mobilisation passive des 4 membres dans

I'ensemble des secteurs articulaires, installation au fauteuil, verticalisation sur plan.

o Visite le jour de sortie du service de réanimation, complément d’informations (+/-2 jours)

(cf Annexe 0):
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Date de départ du service de réanimation
Service d’aval

Examen neurologique: orientation dans le temps et espace, Galveston Orientation and

Amnesia Test (GOAT) (Annexe 4), Glasgow outcome scale - extended (GOS-E), Examen cognitif,
Examen moteur, déficit moteur, commande motrice, échelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2),
autres déficiences, agitation, score ASIA

Alimentation : Gastrostomie, date de retrait de la sonde naso-gastrique, date de la premiere
prise alimentaire

Examen articulaire : amplitudes passives des hanches, genoux, coudes, épaules.

Visites M+1, M+2, M+3, M+6, M+9 (+/- 7 jours) depuis la visite d’'inclusion (cf Annexe 0):

Date de la consultation
Lieu du RDV
Date du retour au domicile

Examen neurologique : orientation dans le temps et espace, Galveston Orientation and Amnesia

Test (GOAT) (Annexe 4), Glasgow outcome scale - extended (GOS-E), Examen cognitif, Examen
moteur, déficit moteur, commande motrice, échelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2), autres
déficiences, agitation, score ASIA

Examen articulaire : amplitudes passives des hanches, genoux, coudes, épaules (Annexe 6)

Thérapeutiques utilisées : sédatifs pour agitation, anti-inflammatoires, anti-épileptiques, anti-

dépresseurs, antibiotiques.

Statut infectieux (Annexe 3): Nombre d’infections pulmonaires, urinaires, cutanées et autres,

sévérité pour chaque infection, nom des bactéries identifiées pour chaque infection

Statut respiratoire : date de sevrage de la trachéotomie, syndrome de détresse respiratoire

aigue
Statut inflammatoire : escarres, événement thromboembolique
Kinésithérapie : kinésithérapie respiratoire, mobilisation passive des 4 membres dans

I'ensemble des secteurs articulaires, installation au fauteuil, verticalisation sur plan.

Un examen radiologique (échographie ou angioscanner articulaire) sera effectué uniquement en

cas de suspicion clinique de POAN, comme en pratique courante. L’examen sera effectué par un

médecin radiologue des centres participants (échographie en réanimation ou angioscanner avec

reconstruction 3 dimensions en radiologie).

Calcul des performances pronostiques (de survenue de POAN dans les 9 mois apres le

traumatisme) pour les parametres biologiques statistiquement associés a la survenue de POAN et

pour le score de risque.
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5. DESCRIPTION DE LA METHODOLOGIE DE LA RECHERCHE

5.1 PLAN EXPERIMENTAL

I s’agit d'une étude observationnelle (cohorte prospective). Dans le respect des
recommandations STARD (http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/stard/;), pour les
dosages biologiques rajoutés pour la recherche, la réalisation des dosages et l'interprétation des

résultats seront réalisés indépendamment du diagnostic de POAN.

5.2 NOMBRE DE CENTRES PARTICIPANTS

Il s’agit d’'une recherche multicentrique comprenant 4 centres recruteurs (AP-HP) et 4 centres

participants (non recruteurs).

- Centres recruteurs:
o Service Réanimation Chirurgicale Polyvalente (Pr Catherine PAUGAM-BURTZ), CHU
Beaujon, 100 Boulevard du Général Leclerc, 92110 Clichy, France.
o Service de Chirurgie Orthopédique (Pr Marc Antoine ROUSSEAU), CHU Beaujon, 100
Boulevard du Général Leclerc, 92110 Clichy, France.
o Service Réanimation (Pr Romain PIRRACCHIO), Hopital Européen Georges Pompidou,
20 Rue Leblanc, 75015 Paris, France.
o Service de Chirurgie Orthopédique (Pr Pierre GUIGUI), Hopital Européen Georges
Pompidou, 20 Rue Leblanc, 75015 Paris, France.
- Centres participants (non recruteurs) :
o Service de Médecine Physique et de Réadaptation (Pr AZOUVI), CHU R. Poincaré, 104
Bd R. Poincaré 92380 Garches, France. Pour consultation de suivi et réalisation des
examens radiologiques.
o Centre de ressources biologiques de Bichat (CRB) (Hopital Bichat, 46 Rue Henri
Huchard, 75877 Paris) sous la responsabilité de Mme Huart et Dr Tubiana.
o Unité de recherche UMR-S/MD1197, IRBA-CTSA, Hépital Percy, 1 Rue du Lieutenant
Raoul Batany, 92190 Clamart, France
o Unité de recherche END:ICAP U1179 INSERM, Université Versailles Saint Quentin en

Yvelines, UFR des Sciences de la Santé-Simone Veil, Montigny le Bretonneux, France
5.3 DESCRIPTION DES MESURES PRISES POUR REDUIRE ET EVITER LES BIAIS
o Identification des sujets

Dans le cadre de cette recherche, les sujets seront identifiés de la fagon suivante :
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n° centre (3 positions numériques) - n°ordre de sélection de la personne dans le centre (4 positions

numeériques) - initiale nom - initiale prénom (AAA-BB)

Cette référence est unique et sera conservée pour toute la durée de la recherche.

Personnes dont le
consentement est

sollicité

Qui informe et
recueille le
consentement de la

personne

A quel moment la

personne est informée

A quel moment le
consentement de la

personne est recueilli

La personne de

confiance pour les

patients

traumatisés
craniens et
traumatisés
médullaires dans
I'incapacité de

consentir (coma)

Consentement  de

poursuite aupres du

patient deés que
possible

Le patient
traumatisé
médullaire
conscient a son
arrivée en

réanimation et en
capacité de

consentir

Médecin déclaré et

formé a la recherche :

e Réanimateur

e Chirurgien
orthopédiste

e Médecin de

médecine physique

et de réadaptation

(MPR))

Dans les 48 heures
suivant I'arrivée du
patient en réanimation
ou en chirurgie

orthopédique

Dans les 48h suivant
I'arrivée du patient en
réanimation ou en
chirurgie orthopédique
apres un délai suffisant

de réflexion.

5.4 CALENDRIER DE LA RECHERCHE

Durée de la période d’inclusion : 12 mois

Durée de participation de chaque patient (de I'inclusion a la fin de I’étude) : 9 mois

Durée totale de la recherche (inclusion du premier patient jusqu’aux derniers recueils de données

cliniques du dernier patient inclus) : 21 mois
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5.5 VISITE DE PRE-INCLUSION

Les patients sont inclus lors de leur arrivée en réanimation ou en chirurgie orthopédique dans

les suites d'un traumatisme cranien ou d’une lésion médullaire.

5.6 VISITE D’INCLUSION

Tous les patients consécutifs éligibles seront informés de cette étude et invités a y participer,
dans les 48 premieres heures suivant l'arrivée du patient dans le service de réanimation ou en

chirurgie orthopédique (Annexe 0).

Le médecin réanimateur ou de Médecine Physique et de Réadaptation (MPR) ou le chirurgien
orthopédiste informe le patient lorsqu’il se trouve dans la capacité de consentir ou la personne de
confiance si le patient est dans l'incapacité de consentir (coma) et récupére le formulaire de

consentement daté et signé.

5.7 VISITES DE SUIVI DE LA RECHERCHE

e Prélevements biologiques :
o Pour le sang périphérique/plasma, urines et LCR a J+2, J+8 et J+15 aprés le premier
prélevement ou le jour de la sortie du service si < J+15, réalisés par un infirmier du service
recruteur,

o Le LCR seulement si neurochirurgie, ponction lombaire ou dérivation ventriculaire externe.

e Parameétres cliniques recueillis a J+2 (+/- 2 jours) de l'inclusion du patient, réalisés par un
médecin du service (cf Annexe 0):

o Date de I'accident

o Données Patients: date de naissance, sexe, poids, taille, consommation de tabac,
consommation d’alcool, origine ethnique (Remarque: les sujets a peau noires sont
considérés comme étant plus a risque de développer des POA aprés implantation de
prothése totale de hanche ou fractures acétabulaires ; ce sur-risque n’a jamais été montré
pour les POA neurologiques [331][332]).

o Données SMUR: Score Glasgow initial, perte de connaissance initiale, polytraumatisme

(oui/non), mécanisme de I'accident (traumabase), désincarcération (traumabase), écrasé-
projeté (traumabase), inhalation pulmonaire lors de I'intubation, arrét cardiorespiratoire
o Lésions neurologiques: localisation des lésions cérébrales et/ou médullaire, type de

lésions, 1ésions extra-cérébrales, fracture du crane, engagements, évacuation hématome,
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O

O

dérivation ventriculaire externe (traumabase), Abbreviated Injury Scale (AIS) head, score
ASIA

Lésions autres organes : Traumatisme musculaire, Fractures, Luxations, AIS Membres, AIS

Colonne Vertébrale, Traumatisme thoracique, AIS Thorax, Traumatisme pelvien,
Traumatisme abdominal, AIS Abdomen, Traumatisme facial, AIS Téte
AIS total

Chirurgie rachidienne de décompression médullaire

e Parameétres cliniques recueillis a J+8, J+15 et le jour de la sortie du service (+/- 2 jours),

réalisés par un médecin réanimateur ou orthopédiste (cf Annexe 0):

O

Thérapeutiques utilisées : sédatifs pour neuro-protection, sédatifs pour agitation, curares,

drogues vasoactives, corticoides, circulation extra corporelle, membrane d’oxygénation,
exacyl, anti-épileptiques, anti-dépresseurs, dialyse, antibiotiques,

Statut neurologique: Coma, dysautonomie, déficits neurologiques initiaux cognitif,

Orientation dans le temps et I'espace, déficit moteur (complet/incomplet/pas de déficit),
American Spinal Injury Association score (ASIA) (Annexe 1), déficit moteur, commande
motrice, choc spinal, échelle d’Ashworth modifiée de 'ensemble des groupes musculaires
présents autours des articulations potentiellement concernées par les POAN (Annexe 2),
aggravation neurologique secondaire, hypertension intracranienne avec pression
intracranienne > 20 mmHg

Statut infectieux (Annexe 3) : Nombre d’infections pulmonaires, urinaires, cutanées/sur

cathéter, méningées, ostéoarticulaires et autres au cours du séjour, sévérité pour chaque
infection, nom des bactéries identifiées pour chaque infection

Statut respiratoire : date de I'extubation, date de la trachéotomie, date de sevrage de la

ventilation mécanique, syndrome de détresse respiratoire aigiie (traumabase)
Statut inflammatoire : escarres, événement thromboembolique
Kinésithérapie : kinésithérapie respiratoire, mobilisation passive des 4 membres dans

I'ensemble des secteurs articulaires, installation au fauteuil, verticalisation sur plan.

e Parameétres cliniques recueillis le jour de la sortie (+/- 2 jours) du service par le médecin du

service (cf Annexe 0) :

O

O

Date de départ du service

Service d’aval

Examen neurologique: orientation dans le temps et espace, Galveston Orientation and

Amnesia Test (GOAT) (Annexe 4), Glasgow outcome scale - extended (GOS-E), Examen cognitif,

Examen moteur, déficit moteur, commande motrice, échelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2),

autres déficiences, agitation, score ASIA
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Hospitalisation en réanimation Consultations

Alimentation : Gastrostomie, date de retrait de la sonde naso-gastrique, date de la premiére

prise alimentaire

Examen articulaire : amplitudes passives des hanches, genoux, coudes, épaules.

Index de Barthel (Annexe 7)

e Parameétres cliniques recueillis a M+1, M+2, M+3, M+6, M+9 (+/- 7 jours) (cf Annexe 0) depuis la

visite d’inclusion. Patient hospitalisé en réanimation ou service d’aval (neurochirurgie, orthopédie,

rééducation...) ou rentré au domicile. Recueil réalisé par un médecin MPR ou kinésithérapeute :

O

O

Date de la consultation
Lieu du RDV
Date du retour au domicile

Examen neurologique: orientation dans le temps et espace, Galveston Orientation and

Amnesia Test (GOAT) (Annexe 4), Glasgow outcome scale - extended (GOS-E), Examen cognitif,
Examen moteur, déficit moteur, commande motrice, échelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2),
autres déficiences, agitation, score ASIA

Examen articulaire : amplitudes passives des hanches, genoux, coudes, épaules (Annexe 6)

Thérapeutiques utilisées : sédatifs pour agitation, anti-inflammatoires, anti-épileptiques, anti-

dépresseurs, antibiotiques,

Statut infectieux (Annexe 3): Nombre d’'infections pulmonaires, urinaires, cutanées et autres,

sévérité pour chaque infection, nom des bactéries identifiées pour chaque infection

Statut respiratoire : date de sevrage de la trachéotomie, syndrome de détresse respiratoire

aigue

Statut inflammatoire : escarres, événements thromboemboliques

Kinésithérapie : mobilisation passive des 4 membres dans 'ensemble des secteurs articulaires,
installation au fauteuil, verticalisation sur plan.

Index de Barthel (Annexe 7)

5.8 VISITE ANNEXE CAR NON SYSTEMATIQUE

Un examen radiologique (échographie ou angioscanner avec reconstruction 3 dimensions) sera

effectué uniquement en cas de suspicion clinique de POAN, comme en pratique courante. L’'examen

sera effectué par un médecin radiologue des hopitaux participants (échographie en réanimation ou

angioscanner avec reconstruction 3 dimensions en radiologie).

5.9 TABLEAU RECAPITULATIF DES DONNEES RECUEILLIES
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Visite J8

(J0+8j) et Visite sortie | Visites
Visite
Visite J2 Ou Visite J15 de M1, M2,
d’inclusion
10)* (J0+2j) Jour sortie (J0+15j+7j) | réanimation | M3, M6,
Jo
de service (£7j) M9 (7))
réa si<J15
Vérification des criteres ¥
d’éligibilité
Information et recueil du
V¥
consentement
Prélevements de liquides v v v
biologiques
Date de I'accident v
Date de départ du service
v
de réanimation/
Date de la consultation /
VL
Lieu du RDV/ Date retour
Données patients v
Données SMUR v
Lésions neurologiques v
Lésions autres organes v
Thérapeutiques utilisés v v v VoRk
AIS Total v
Statut neurologique 4
Statut infectieux v VoRk
Statut respiratoire v v VoRk
Statut inflammatoire VoRk
Kinésithérapie v v VRk
Index de Barthel v
Alimentation v VoRk
Examen neurologique VR
Examen articulaire VoRk
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Echographie ou

angioscanner (en cas de t S + + HH*
suspicion clinique de
Recueil des EIG v 4 v 4 v v

* dans les 48 premieres heures suivant I'arrivée du patient dans le service de réanimation

**Ces examens font partie des soins courants pour la visite M6.

5.10 SCHEMA RECAPITULATIF DE LA CHRONOLOGIE DE LA RECHERCHE

Jour de
sortie de
réanimation

+-2]

J+2
+/- 2

1+8
+/- 2]

J+15
+/- 2

M+1
+/-7j

M+2
+/- 7

M+3 M+6 M+9
+/-7 +/-7j +/-7j

n SSR ou sortie au domicile >

Consultations
Recueil de données cliniques®
+/- recueil de données radiologiques®

Hus[]ital'lsation

Hospitalisation en réanimation

Hospitalisation
Prélévements biologiques!
+ Recueil de données cliniques®?
+/- recueil de données radiclogiques®

Arrivée du
patient en
réanimation

Visite de fin de la
recherche
Consultations
Recueil de données
cliniques®
+/- recueil de
données
radiologiques®

Hospitalisation
Recueil de données
cliniques®*

Cf calendrier de la recherche :
1 Prélévements biologiques
2Données cliniques a J+ 2 (+/- 2 jours)
3Données cliniques a ]+ 8, J+ 15 et le jour de sortie du service de réanimation (+/- 2 jours)
4Données cliniques le jour de la sortie du service de réanimation (+/- 2 jours)
5Données cliniques recueillis a M+1, M+2, M+3, M+6, M+9 (+/- 7 jours) de 'inclusion

6 Examens d’imagerie

5.11 DISTINCTION SOIN-RECHERCHE

TABLEAU : Distinction entre les actes liés au « soin » et les actes ajoutés par la « recherche »

Interventions réalisées

dans le cadre de la

recherche

Actes, procédures et

traitements liés aux soins

Actes, procédures ajoutés

par la recherche

Consultations

A la sortie de réanimation,
patient hospitalisé dans un
service d’aval pour une durée

variable.

Consultations
supplémentaires a 15 jours, 1,

2, 3 et 9 mois.
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Consultations a 0 et 6 mois

habituelles
Prises de sang Quotidiennes Tubes supplémentaires
Imagerie Imagerie diagnostique en Aucun

présence de signes cliniques

évocateurs de POAN

5.12 COLLECTION BIOLOGIQUE

Les échantillons de sang (plasma), urine et LCR issus des prélévements réalisés dans le cadre de
la recherche feront I'objet d’'une collection biologique.
- Les prélevements de sang spécifiquement pour les besoins de la recherche seront de 6 ml a chaque
prélevement soit 12 ml au total pour chaque patient (3 prélévements par patient). Les prélevements
sanguins dans le cadre du soin sont d’environ 10 ml par jour. Les prélevements réalisés dans le cadre
du soin et de la recherche seront donc inférieur ou égal a 16 ml par prélevement.
- Les prélevements d'urines spécifiquement pour les besoins de la recherche seront de 50 ml a chaque
prélevement soit 150 ml au total pour chaque patient (3 prélévements par patient). Les prélevements
d’'urines spécifiquement pour les besoins de la recherche et soin ne dépasseront pas 400 ml par
période de 30 jours.
- Les prélevements de selles spécifiquement pour les besoins de la recherche seront de 50 ml a chaque
prélévement soit 150 ml au total pour chaque patient (3 préléevements par patient). Les préléevements
de selles spécifiquement pour les besoins de la recherche et soin ne dépasseront pas 400 ml par
période de 30 jours.
- Les prélevements du liquide céphalo-rachidien spécifiquement pour les besoins de la recherche
seront de 1 ml a chaque prélévement soit 12 ml au total pour chaque patient (3 prélevements par
patient). Les prélevements réalisés dans le cadre du soin et de la recherche seront donc inférieur ou

égal a 5ml par prélévement.

Pendant la recherche, les collections seront conservées au laboratoire du Centre de ressources
biologiques de Bichat (CRB) (Hopital Bichat, 46 Rue Henri Huchard, 75877 Paris) sous la
responsabilité de Mme Huart et Dr Tubiana et au CRB de ’'HEGP de Mme Daniela Geromin et Dr Benoit
Verdier pendant une durée totale de 2 ans. Les échantillons seront conservés dans un congélateur a -
80°C.

A Tissue de la recherche, les échantillons pourront étre conservés pour constituer une base de
données biologiques dans I'unité de recherche UMR-S/MD1197, IRBA-CTSA, Hopital Percy, 1 Rue du
Lieutenant Raoul Batany, 92190 Clamart, France. IIs seront ensuite utilisés pour des analyses non
prévues dans le protocole pouvant se révéler intéressantes dans le cadre de la pathologie et en
fonction de I'évolution des connaissances scientifiques notamment en recherche fondamentale, sous
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réserve que le patient de n'y soit pas opposé, aprés en avoir été informé, comme indiqué dans le

formulaire de consentement. Ces analyses feront I'objet d'un nouvel appel a projet ou PHRC.

Dans le cas de conservation de la collection a la fin de la recherche, la collection sera déclarée au

ministre chargé de la recherche [et au directeur de l'agence régionale de santé territorialement

compétent si l'organisme est un établissement de santé] (article L. 1243-3 du CSP).

Type de Responsa Devenir
Lieu de Finalité de la Durée de la
préléve | Quantité ble de la (destruction,
conservation collection conservation
ment collection )
2 Congélateur - Pr Banzet | Analyses 3 ans Destruction
Plasma
millilitres | 80° de I'unité supplémentai
5 de recherche res basées sur
Urines
millilitres | UMR- I’évolution de
S/MD1197, la recherche
IRBA-CTSA, fondamentale
Hoépital Percy,
2 1 Rue du
LCR _
millilitres | Lieutenant
Raoul Batany,
92190 Clamart,
France

6. SELECTION

6.1 CRITERES D'INCLUSION

Patients avec traumatisme cranien :

ou

Homme ou Femme > 18 ans,

Consentement éclairé signé patient / proche

Accident datant de moins de 48 heures

o Glasgow initial < 8 ou

o Glasgow initial entre 8 et 14 associé a un « Injury Severity Score » (ISS) > 15 et une

chirurgie dans les 24 heures suivant I'admission.
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e Patients avec traumatisme médullaire d’origine traumatique entrainant une 1ésion médullaire
qu’elle soit par compression ou par section, avec une atteinte compléete de la moelle épiniere

(para/tétraplégie complete).

6.2 CRITERES DE NON INCLUSION

e Age<18ans,

e Choc hémorragique ou transfusion sanguine supérieure ou égale a 4 culots globulaires dans les
6 heures suivant le traumatisme (compter également les culots pré-hospitaliers ou du premier
hopital),

e Suivi impossible sur un an,

e Patient n'habitant pas en région parisienne,

e Femme enceinte ou allaitante,

e Patient sous tutelle ou curatelle.

e Non affiliation a un régime de sécurité sociale ou CMU.

6.3 MODALITES DE RECRUTEMENT

e (ette étude observationnelle cherche a évaluer l'incidence de survenue des POAN sur I'année
suivant un accident neurologique cérébral ou médullaire grave. Elle sera donc proposée a tous
les patients respectant les critéres d’'inclusion et d’exclusion.

e Chaque service de réanimation accueille en moyenne 100 patients traumatisés craniens graves
ou modérés dans le cadre d'un polytraumatisme et/ou lésion médullaire compléte par an
(données extraites de la base de données « traumabase »). Par exemple, les données de la
Traumabase ont montré que le service de réanimation de Beaujon a pris en charge 182 patients
avec TC graves en 2018. Une étude réalisée par le service d’orthopédie de 'HEGP a retrouvé 20
patients blessés médullaires sur une année dans ce service.

e Nous estimons que la moitié de ces patients au moins rempliront les autres criteres d’éligibilité
de notre étude et accepteront d’y participer. La période d’inclusion des 118 sujets nécessaires
sera donc de 12 mois.

e Le recrutement s’effectue dans les 48 heures suivant l'arrivée du patient dans l'unité de

réanimation ou de chirurgie orthopédique de ’hopital.

Nombre de sujets

Nombre total de sujets sélectionnés 118
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Nombre de centres 4

Période d’inclusion (mois) 12
Nombre des sujets / centre 30
Nombre de sujets / centre / mois 2,5

7. REGLES D’ARRET

Différentes situations existent :

- Arrét temporaire, 'investigateur doit documenter la raison de I'arrét et sa reprise dans le dossier
source du sujet et le CRF.
- Arrét prématuré, mais le sujet reste dans la recherche, jusqu’a la fin de sa participation,

I'investigateur doit documenter la raison.

7.1 CRITERES ET MODALITES D’ARRET PREMATURE DE LA PARTICIPATION A LA RECHERCHE D’UN
SUJET

- Tout sujet peut arréter sa participation a la recherche, a n'importe quel moment et quelle qu’en soit
la raison.

- Sujet perdu de vue: on ne sait pas ce qu'est devenu le sujet. L'investigateur doit mettre tout en
ceuvre pour reprendre contact avec le sujet (et le documenter dans le dossier source) afin de savoir
au moins si le sujet est vivant ou décédé,

- L'investigateur peut interrompre temporairement ou définitivement la participation d’un sujet a la
recherche pour toute raison ayant un impact sur sa sécurité ou qui servirait au mieux les intéréts
du sujet.

- En, cas d’arrét prématuré de la participation du sujet a la recherche, les données le concernant
pourront étre utilisées jusqu’a la date de retrait de consentement

- Il n'y aura aucun impact pour le patient en cas d’arret prématuré de la participation a la recherche.
Le suivi par un Médecin de Médecin Physique et de Réadaptation s’effectura en hospitalisation ou

en consultation comme effectué traditionellement.

En cas d’arrét prématuré de la recherche d'un sujet, ou de retrait du consentement, les données le

concernant recueillies avant I'arrét prématuré pourront étre utilisées

- Le cahier d’observation doit lister les différentes raisons d’arrét de participation a la recherche :
O Effetindésirable

O Autre probleme médical
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O Raison personnelle du sujet

O Retrait explicite de consentement.

o Modalités de remplacement de ces personnes, le cas échéant

Pas de remplacement car seront inclus tous les patients admis en réanimation ou en chirurgie
orthopédique respectant les critéres d’inclusion et d’exclusion pour I'étude de I'incidence de POAN
dans I'année suivant I'accident neurologique.

e Arrét d’'une partie ou de la totalité de la recherche

Le promoteur AP-HP se réserve le droit de suspendre définitivement les inclusions, a tout moment, s'il

s'avere que les objectifs d’'inclusion ne sont pas atteints.

En cas d’arrét de la recherche, les sujets en cours de participation dans la recherche seront suivis

jusqu’a la fin de leur participation, comme prévu par le protocole.

8. VIGILANCE

« Dans le cadre de cette étude, les événements indésirables (graves ou non) ne sont pas a notifier au
promoteur. La notification doit se faire dans le cadre de la vigilance mise en place dans le cadre du soin
pour le produit ou la pratique faisant I'objet de la recherche (pharmacovigilance pour un médicament,

matériovigilance pour un dispositif médical...).

9. GESTION DES DONNEES

9.1 MODALITES DE RECUEIL DES DONNEES

Chaque patient se verra attribuer un identifiant unique qui servira a indexer le CRF ou 'e-CRF.
Les données seront recueillies de deux maniéres différentes dans I’étude : sur un cahier d’observation

papier (aide a la saisie) et via une interface web (e-CRF).

9.2 IDENTIFICATION DES DONNEES RECUEILLIES DIRECTEMENT DANS LES CRF QUI SERONT
CONSIDEREES COMME DONNEES-SOURCE

Les auto-questionnaires remplis par les patientes au cours des différentes visites seront considérés

comme données sources.

9.3 DROIT D’ACCES AUX DONNEES ET DOCUMENTS SOURCE

Selon les bonnes pratiques cliniques et les procédures du promoteur, les personnes ayant un
acces direct selon les mesures juridiques et réglementaires en vigueur (a savoir les investigateurs, les
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personnes en charge du contréle de la qualité, I'ARC, cf. article L.1121-3 du Code de la santé publique,
et toutes les personnes qui collaborent a des essais) prennent toutes les précautions nécessaires pour
assurer la confidentialité des informations relatives aux médicaments expérimentaux, aux essais
cliniques, aux personnes qui s'y prétent, notamment en ce qui concerne leur identité ainsi que les
résultats obtenus. Les données recueillies lors des controéles ou des audits qualité sont ensuite rendues

anonymes.

9.4 ACCES AUX DONNEES

Conformément aux bonnes pratiques cliniques :

- le promoteur est chargé d’obtenir I'accord de '’ensemble des parties impliquées dans la recherche
afin de garantir I'acces direct a tous les lieux de déroulement de la recherche, aux données source, aux
documents source et aux rapports dans un but de controle de qualité et d’audit par le promoteur,

- les investigateurs mettront a disposition des personnes chargées du suivi, du controle de qualité, en
cas d'audit de la recherche impliquant la personne humaine, les documents et données individuelles
strictement nécessaires a ce contrdle, conformément aux dispositions législatives et réglementaires en
vigueur

e Documents source

Les documents source étant définis comme tout document ou objet original permettant de prouver
l'existence ou l'exactitude d'une donnée ou d'un fait enregistrés au cours de la recherche seront
conservés pendant 15 ans par l'investigateur ou par I'hopital s'il s'agit d'un dossier médical

hospitalier.

Dans le cadre de notre étude, les documents sources seront le dossier médical papier ou informatisé,

'original des résultats d’examen biologiques.

e Confidentialité des données

Les personnes chargées du controle de qualité d'une recherche impliquant la personne humaine
(article L.1121-3 du code de la santé publique), prendront toutes les précautions nécessaires en vue
d'assurer la confidentialité des informations relatives a la recherche, aux personnes qui s'y prétent et
notamment en ce qui concerne leur identité ainsi qu’aux résultats obtenus.

Ces personnes, au méme titre que les investigateurs eux-mémes, sont soumises au secret
professionnel (selon les conditions définies par les articles 226-13 et 226-14 du code pénal).

Pendant la recherche impliquant la personne humaine ou a son issue, les données recueillies sur les
personnes qui s’y prétent et transmises au promoteur par les investigateurs (ou tous autres
intervenants spécialisés) seront rendues non identifiantes.

Elles ne doivent en aucun cas faire apparaitre en clair les noms des personnes concernées ni leur

adresse.

189



Seules les initiales du nom et du prénom seront enregistrées, accompagnées d’'un numéro codé propre
alarecherche indiquant I'ordre d’inclusion des sujets.

Le promoteur s’assurera que chaque personne qui se préte a la recherche a donné son accord par écrit
pour l'acces aux données individuelles la concernant et strictement nécessaires au contrdle de qualité

de la recherche.

9.5 TRAITEMENT DES DONNEES ET CONSERVATION DES DOCUMENTS ET DES DONNEES

o Identification du responsable et du lieu de la gestion du traitement des données

La saisie des données cliniques sera réalisée par un médecin de réanimation des ]J+0, tout au long du
séjour de réanimation jusqu’a la sortie du service de réanimation. Le recueil de données a partir de
J+15, M+1, M+2, M+3, M+6, M+9 +/- 7 jours seront collectés par un médecin de MPR, un
kinésithérapeute ou un TEC. Les données seront inscrites dans un e-CRF ou via un CRF papier puis
reporté sur I’e-CRF.

Les analyses statistiques seront mises en ceuvre par l'unité de biométrie de 'URC HUPIFO sous la
responsabilité du Pr Lamiae GRIMALDI. Un plan d’analyse statistique sera développé et validé avant le
début des analyses.

e Saisie des données

e-CRF : La saisie des données rendues non identifiantes sera réalisée sur un support papier et
électronique via un navigateur internet.

e Traitements des données (CNIL)

Cette recherche entre dans le cadre de la « Méthodologie de Référence pour les traitements de
données personnelles opérés dans le cadre des recherches biomédicales » (MR-001 modifiée). L’AP-
HP, promoteur de la recherche, a signé un engagement de conformité a cette « Méthodologie de
Référence »

e Archivage

Les documents spécifiques d'une recherche impliquant la personne humaine a risque et contraintes
minimes seront archivés par I'investigateur et le promoteur pour une durée de 15 ans apreés la fin de la
recherche.

Cet archivage indexé comporte notamment :

- Une enveloppe scellée pour l'investigateur contenant un exemplaire original de toutes les notes
d’'information et les formulaires de consentement signés de toutes les personnes du centre ayant

participé a la recherche ;

- Une enveloppe scellée pour le promoteur contenant un exemplaire de toutes les notes
d’'information et les formulaires de consentement signés de toutes les personnes du centre ayant

participé a la recherche ;
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- Les classeurs «recherche» pour l'Investigateur et le promoteur comprenant (liste non

exhaustive) :

e les versions successives du protocole (identifiées par le n° et 1a date de version), ses annexes
e lesavis du CPP

e les courriers de correspondance,

o laliste ou registre d’inclusion,

e les annexes spécifiques a la recherche

e lerapport final de la recherche.

- Les documents de recueil des données.

9.5 PROPRIETE DES DONNEES

L’AP-HP est propriétaire des données et aucune utilisation ou transmission a un tiers ne peut étre

effectuée sans son accord préalable.

10. ASPECTS STATISTIQUES

10.1 DESCRIPTION DE LA POPULATION

Un diagramme de flux des patients mettra en évidence le nombre de patients éligibles, le nombre
de patients effectivement inclus ainsi que le nombre de patients perdus de vue a chaque visite.
La description des données se fera pour lI'ensemble des patients. Les variables qualitatives seront
décrites par leur effectif et pourcentage par modalité de réponse, et les variables quantitatives par leur
effectif, moyenne, écart-type, minimum, maximum, ainsi que leur médiane et intervalle interquartile
(25éme percentile - 75eéme percentile). Le nombre de données manquantes pour chaque variable sera
également précisé.
Les analyses statistiques seront mises en ceuvre par l'unité de biométrie de 'URC HUPIFO sous la
responsabilité du Pr Lamiae GRIMALDI. Un plan d’analyse statistique sera développé et validé avant le

début des analyses.

10.2 ANALYSE PRINCIPALE
Pour l'objectif principal, I'incidence de POAN dans I'année aprés l'inclusion, avec son IC 95% sera

calculée parmi les patients inclus dans I'étude.

10.3 ANALYSES SECONDAIRES
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L’incidence de POAN dans I'année apres l'inclusion, avec son IC 95% sera calculée aussi séparément

dans les deux groupes : traumatisme cranien et 1ésion médullaire a I'inclusion.

Des régressions logistiques univariées seront réalisées pour expliquer la survenue de POAN par les
parameétres cliniques et biologiques d’intérét a I'inclusion.

Un score de risque de survenue de POAN sera construit sur la base du modele multivarié. Les variables
considérées pour la construction de ce score seront celles avec des p-values < 0.2 dans les modeles de
régressions logistiques univariées ci-dessus (expliquant la survenue de POAN a 9 mois). La sélection
des variables pour le modeéle final (score prédictif de POAN) sera réalisée avec la méthode pas-a-pas
descendant.

Pour chacun des parametres avec mesures répétées, des modéles de régression logistique multiniveau
seront réalisés pour expliquer la survenue de POAN par I'évolution du parameétre respectif.

Pour chaque paramétre biologique avec une association statistiquement significative avec la survenue
de POAN, ainsi que pour le score, la méthode de Youden sera utilisée pour calculer des seuils ; les
performances pronostiques de survenue de POAN (sensibilité, spécificité, AUC, valeur prédictive
positive et négative) seront également calculées.

Les analyses seront effectuées a I'aide du logiciel R version 3.4 ou ultérieure (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. http://www.R-project.org/), ou SAS version 9.4 ou ultérieure

(SAS Institute, Cary, NC). Le seuil a sera fixé a 0,05.

10.4 JUSTIFICATION DU NOMBRE DE SUJETS NECESSAIRES

Des données de la littérature ont montré la survenue de POAN chez 20 a 29% des patients avec lésion
médullaire (11)(12)(13) et 5 a 20% des traumatisés craniens (11) (15) (13)(7). Un effectif de 118
patients (dont 15% de perdus de vue) permettra d’estimer l'incidence de POAN attendue (15%) avec
une précision de 7%, soit un IC 95% de 8-22 (alpha 5%).

11. CONTROLE ET ASSURANCE DE LA QUALITE

11.1 ORGANISATION GENERALE

Le promoteur doit s’assurer de la sécurité et du respect des personnes qui ont accepté de
participer a la recherche. Il doit mettre en place un systéme d'assurance qualité permettant de
surveiller au mieux le déroulement de la recherche dans les centres investigateurs.

A cet effet le promoteur définira une stratégie d’ouverture des centres et pourra le cas échéant mettre
un place un contrdéle qualité des données.

e Stratégie d’ouverture des centres

La stratégie d’ouverture des centres sera déterminée avant le démarrage de la recherche.
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o Controle qualité des données

Un Attaché de Recherche Clinique (ARC) mandaté par le promoteur s’assurera de la bonne réalisation
de la recherche, du recueil des données générées par écrit, de leur documentation, enregistrement et
rapport, en accord avec les Procédures Opératoires Standard mises en application au sein du DRCD.

L'investigateur et les membres de son équipe acceptent de se rendre disponibles lors des visites de

Contréle de qualité effectuées a intervalles réguliers par I’Attaché de Recherche Clinique.

11.2 CAHIER D’OBSERVATION
o CRF papier et e-CRF :

Cette étude se déroulant dans le service de réanimation, il sera difficile d’avoir un ordinateur a chaque
fois a disposition, par conséquent le recueil des données se fera en deux temps.

Sur un CRF papier, toutes les informations requises par le protocole doivent étre consignées sur les
cahiers d’observation et une explication doit étre apportée pour chaque donnée manquante. Les
données devront étre recueillies au fur et a mesure qu'elles sont obtenues, et transcrites dans ces
cahiers de fagon nette et lisible.

Les données erronées relevées sur les cahiers d'observation seront barrées et les nouvelles données
seront copiées, a coté de l'information barrée, accompagnées des initiales, de la date et éventuellement
d’une justification par I'investigateur ou la personne autorisée qui aura fait la correction.

Et apres, les données seront colligées dans une base de données sous format d'un e-CRF.

Ce cahier d’observation électronique sera mis en place dans chacun des centres grace a un support
Internet de recueil des données. Un document d’aide pour l'utilisation de cet outil sera fourni aux
investigateurs. Le remplissage du cahier d'observation via internet par l'investigateur permet ainsi a
I'ARC de visualiser rapidement et a distance les données. L'investigateur est responsable de
'exactitude, de la qualité et de la pertinence de toutes les données saisies. De plus, lors de leurs saisies,
ces données sont immédiatement vérifiées grace a des controles de cohérence. L’investigateur doit
valider toute modification de valeur dans le CRF. Ces modifications font 1'objet d'un audit trail. Une
justification peut éventuellement étre intégrée en commentaire.

Une impression papier sera demandée en fin d'étude, authentifiée (datée et signée) par l'investigateur.
L’original de ce document sera archivé par le promoteur. Une copie du document authentifié devra

étre archivée par l'investigateur.

11.3 GESTION DES NON CONFORMITES

Tout événement survenant suite au non-respect du protocole, des procédures opératoires

standardisées, ou des dispositions législatives et réglementaires en vigueur par un investigateur ou
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toute autre personne impliquée dans la conduite de la recherche doit faire I'objet d'une déclaration de

non-conformité au promoteur.

Ces non-conformités seront gérées conformément aux procédures du promoteur.

11.4 AUDIT

Les investigateurs s’engagent a accepter les audits d’assurance qualité effectués par le promoteur ainsi
que les inspections effectuées par les autorités compétentes. Toutes les données, tous les documents et

rapports peuvent faire 'objet d'audits et réglementaires sans que puisse étre opposé le secret médical.

Un audit peut étre réalisé a tout moment par des personnes mandatées par le promoteur et
indépendantes des responsables de la recherche. Il a pour objectif de s'assurer de la qualité de la

recherche, de la validité de ses résultats et du respect de la loi et des reglementations en vigueur.

Les personnes qui dirigent et surveillent la recherche acceptent de se conformer aux exigences du
promoteur en ce qui concerne un audit

L’audit pourra s’appliquer a tous les stades de la recherche, du développement du protocole a la
publication des résultats et au classement des données utilisées ou produites dans le cadre de la

recherche.

11.5 ENGAGEMENT DE RESPONSABILITES DE L'INVESTIGATEUR PRINCIPAL

Avant de démarrer la recherche, chaque investigateur fournira au représentant du promoteur de la
recherche son curriculum vitee personnel actualisé, daté de moins d’un an et signé, comportant son
numéro RPPS. Le CV devra comprendre les participations antérieures a des recherches et les

formations liées a la recherche clinique.

Chaque investigateur s'engagera a respecter les obligations législatives et réglementaires et a mener la
recherche conformément a la réglementation, en respectant les termes de la déclaration d'Helsinki en

vigueur.

L’investigateur principal de chaque centre participant signera un engagement de responsabilités
(document type DRCD) qui sera remis au représentant du promoteur.
Les investigateurs et leurs collaborateurs signeront un formulaire de délégation de fonctions précisant

le role de chacun et fourniront leur CV.

12. ASPECTS ETHIQUES ET LEGAUX
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12.1 MODALITES D’INFORMATION ET DE RECUEIL DU CONSENTEMENT DES PERSONNES SE
PRETANT A LA RECHERCHE

Les personnes informées du protocole de recherche sont le/la participant(e) et en
I'impossibilité du participant a consentir (coma), I'information sera donnée a la personne de
confiance.

Les personnes habilitées a consentir sont le/la participant(e) ou la personne de confiance du
participant, si ce dernier est dans I'incapacité de donner son consentement (coma).
L’information et de recueil du consentement s’effectuera dans les 24 heures suivant I'arrivée
du patient en réanimation

Une note d’information sera remise au participant ou a sa personne de confiance ainsi qu'une
information orale détaillée.

L’information orale, la note d’information et le consentement sont données et recueillis par le

médecin réanimateur, orthopédiste ou un médecin MPR.

12.2 OBLIGATIONS LEGALES

L’Assistance publique hopitaux de Paris (AP-HP) est le promoteur de cette recherche et par délégation
le Département de la recherche Clinique et du Développement (DRCD) en assure les missions,
conformément a l'article L.1121-1 du code de la santé publique. L'Assistance Publique - Hopitaux de
Paris se réserve le droit d'interrompre la recherche a tout moment pour des raisons médicales ou

administratives ; dans cette éventualité, une notification sera fournie a l'investigateur.

12.3 DEMANDE D’AVIS AU COMITE DE PROTECTION DES PERSONNES CPP

L’AP-HP en tant que promoteur obtient pour la recherche a risque et contraintes minimes,
préalablement a sa mise en ceuvre 'avis favorable du CPP concerné, dans le cadre de ses compétences

et conformément aux dispositions législatives et réglementaires en vigueur.

12.4 INFORMATION DE L’ANSM

Le promoteur AP-HP transmettra, pour information a 'ANSM, 'avis favorable du CPP et le résumé du

protocole.

12.5 ENGAGEMENT DE CONFORMITE A LA « METHODOLOGIE DE REFERENCE » MR 001
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L’AP-HP, promoteur de la recherche, a signé un engagement de conformité a cette « Méthodologie de

Référence ».

12.6 MODIFICATIONS DE LA RECHERCHE

Toute modification substantielle apportée au protocole, devra étre transmise au promoteur pour
approbation. Apres cet accord, le promoteur devra obtenir préalablement a sa mise en ceuvre un avis
favorable du CPP.

La note d'information et le formulaire de consentement pourront étre révisés si nécessaire,
notamment en cas de modification substantielle de la recherche ou de la survenue d’effets

indésirables.

13. FINANCEMENT ET ASSURANCE

13.1 SOURCE DE FINANCEMENT

National Health and Medical Research Council, Australia government

United States Department of Defense (demande de financement envoyée le 6 septembre 2019).

13.2 ASSURANCE

Le Promoteur, souscrit pour toute la durée de la recherche une assurance garantissant sa propre
responsabilité civile ainsi que celle de tout médecin impliqué dans la réalisation de la recherche. Il
assure également l'indemnisation intégrale des conséquences dommageables a la recherche pour la
personne qui s'y préte et ses ayants droit, sauf preuve a sa charge que le dommage n'est pas imputable
a sa faute ou a celle de tout intervenant, sans que puisse étre opposé le fait d'un tiers ou le retrait

volontaire de la personne qui avait initialement consenti a se préter a la recherche.

L'Assistance Publique- Hopitaux de Paris (AP-HP) a pris une assurance auprés de la compagnie HDI-
GERLING par l'intermédiaire de BIOMEDIC-INSURE, garantissant sa responsabilité civile ainsi que
celle de tout intervenant (médecin ou personnel impliqué dans la réalisation de la recherche),

conformément a l'article L.1121-10 du CSP.

14. REGLES RELATIVES A LA PUBLICATION

L’APHP devra obligatoirement étre mentionnée dans les affiliations du ou des auteurs des publications
qui résulteront de cette recherche et mentionner le promoteur AP-HP (DRCD) et la source de

financement si votre projet résulte d'un appel d’offres (par exemple le PHRC national ou régional), et
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nous en adresser un exemplaire (cf. ci-dessous les modalités d’affiliation et de mention du promoteur

et du financeur).

14.1 MENTION DE L’AFFILIATION DE L’AP-HP POUR LES PROJETS PROMUS PAR L’AP-HP

- La recherche est financée dans le cadre d’'un appel d’offre interne de I'AP-HP, la premiere affiliation
devrait étre « AP-HP »

- Chacune de ces affiliations doit étre identifiée par une adresse séparée par un point-virgule (;

- L'institution AP-HP doit apparaitre sous le sigle « AP-HP » en premier dans l'adresse suivi précisément

par : AP-HP, hépital, service, ville, code postal, France

14.2 MENTION DU PROMOTEUR AP-HP (DRCD) DANS LES "ACKNOWLEDGMENTS” DU MANUSCRIT

"The sponsor was Assistance Publique - Hopitaux de Paris (Département de la Recherche Clinique et

du Développement)”

14.3 MENTION DU FINANCEUR DANS LES "TACKNOWLEDGMENTS” DU MANUSCRIT

"The study was funded by a grant from Assistance Publique - Hopitaux de Paris”
Cette recherche sera enregistrée sur le site http://clinicaltrials.gov/ (ajouter le n° numéro

d’enregistrement quand la recherche est enregistrée).
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15. BIBLIOGRAPHIE

Voir bibliographie du manuscrit de theése.

16. LISTE DES ADDENDA

Chaque addendum et le registre des versions des addenda sont joints, indépendamment du protocole.

Chaque addendum peut étre modifié (changement de version de I'addendum) sans modification de la

version du protocole.

17. LISTE DES INVESTIGATEURS

Investigateur coordonnateur :

Co-Investigateurs :

Dr Marjorie SALGA, MD

Service de Médecine Physique et de
Réadaptation

Hopital Raymond Poincaré
Tél:01.47.10.70.82

Courriel : marjorie.salga@aphp.fr
Dr Julie PAQUEREAU, MD

Service de Médecine Physique et de
Réadaptation

Hoépital Raymond Poincaré

Courriel : julie.paquereau@aphp.fr

Pr Catherine PAUGAM-BURTZ, MD, PhD
Service Réanimation chirurgicale polyvalente,
CHU Beaujon

Courriel : catherine.paugam@aphp.fr

Dr Paer ABBACK, MD

Service Réanimation chirurgicale polyvalente,
CHU Beaujon

Courriel: paer-selim.abback@aphp.fr

Pr Marc Antoine ROUSSEAU, MD,
Service de Chirurgie orthopédique
CHU Beaujon

Courriel : marc-antoine.rousseau@aphp.fr
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Pr Romain PIRRACCHIO, MD,
Service Réanimation,
Hopital Européen Georges Pompidou

Courriel : romain.pirracchio@aphp.fr

Pr Pierre GUIGUI, MD
Service de Chirurgie orthopédique,
Hoépital Européen Georges Pompidou

Courriel : pierre.guigui@aphp.fr

18. QUESTIONNAIRE OU ECHELLE UTILISES

1. Données recueillies au cours des visites

2. Score American Spinal Injury Association (ASIA)

3. Echelle d’Ashworth modifiée, Source: collége des enseignants de Médecine Physique et de
Réadaptation

4. Infections pendant le séjour en réanimation
Test de Galveston Orientation and Amnesia Test (GOAT)

6. Glasgow outcome scale and extended Glasgow outcome scale (interview), Source : collége des
enseignants de Médecine Physique et de Réadaptation

7. Examen des amplitudes passives

8. Index de Barthel
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18.1 DONNEES RECUEILLIES AU COURS DES VISITES

Visite d’inclusion

Ce fait dans les 48 premiéres heures suivant I'arrivée du patient

Critéres d’inclusion

O Homme ou Femme > 18 ans

et

O Traumatisme cranien avec score de Glasgow initial < 8

ou

O Traumatisme cranien avec score de Glasgow initial entre 8 et 14 associé a un « Injury Severity
Score » (ISS) > 15 et une chirurgie dans les 24 heures suivant I'admission

ou

O Traumatisme médullaire d’origine traumatique avec atteinte neurologique compléte

(para/tétraplégie initiale).

Criteres de non inclusion

(sila personne présente un de ces critéres, elle ne sera pas inclus dans I'étude)

O Age<18ans

O Choc hémorragique ou transfusion sanguine > 4 culots globulaires dans les 6 heures suivant le
traumatisme (compter également les culots pré-hospitaliers ou du premier hopital)

Suivi impossible sur un an

Patient n’habitant pas en région parisienne

Femme enceinte ou allaitante

Patient sous tutelle ou curatelle

O0Oo0ooad

Non affiliation a un régime de sécurité sociale ou CMU

Signature du consentementle __/__/_ _
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Visite a J+2 de l'inclusion du patient (+/- 2 jours)

Date__/__/__

Entourer les mentions correctes

o Date de I’'accident __/__/__

o Données patients

* Date de naissance /]

= Sexe : féminin, masculin

= Poids__Kg, Taille ___meétres

= Consommation de tabac : oui, non, nombre de paquets année : _ _,

* Consommation d’alcool : __ g d’alcool/jour

= Origine ethnique : caucasien, africain du nord, africain d’Afrique noire, asiatique, américains du

nord, américain du sud

o Données SMUR
= Score Glasgow lors de la prise en charge SMUR : _ _
=  Perte de connaissance initiale : oui, non
* Polytraumatisme : oui, non
= Mécanisme de l'accident (traumabase)
O 1:AVP voiture/camion/bus
: AVP 2 roues motorisées
: AVP bicyclette
: AVP piéton
: AVP autre (avion bateau train)
: chute d’'une hauteur
: chute de sa hauteur
:arme a feu
: arme blanche

10 : traumatisme par objet contendant non pénétrant

[ [ Y [ [ [ I
© ® N o U W N

11 : autre

O

12 :inconnu
= Désincarcération (traumabase) : oui, non

= Ecrasé, projeté (traumabase) : oui, non
201



Inhalation pulmonaire lors de I'intubation : oui, non

Arrét cardio-respiratoire : oui, non, no flow __ minutes, low flow : __, minutes
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O

Lésions neurologiques :

= Localisation des 1ésions cérébrales : lobe frontal droit-gauche, lobe temporal droit-gauche, lobe
pariétal droit-gauche, lobe occipital droit-gauche, cervelet droit-gauche-médian

=  Type de lésions : hématome, pétéchies, 1ésions axonales diffuses, cedeme

= Lésions extra-cérébrales : hématome extradural, sous dural, hémorragie méningée, hémorragie
intraventriculaire

=  Fracture du crane : oui, non

» Engagements : Non, sous falcoriel, central, temporal, occipital

= Evacuation hématome: Non, trépanation, Craniectomie-repose (sur le méme temps
opératoire), craniectomie-dépose

= Dérivation ventriculaire externe (traumabase): oui, non

= Abbreviated Injury Scale (AIS) head,

= Score ASIA

Lésions autres organes :

= Traumatisme musculaire :
- Non, plaie, hématome
- Hanche, genou, épaule, coude, autre
- Droit-gauche
- Chirurgie, parage, évacuation, autre
=  Fractures:
- Non, ouverte, fermée, les deux
- Hanche, genou, épaule, coude, autre
- Droit-gauche
- Chirurgie : oui, non
- Nombre total de chirurgie: 1, 2, 3, 4, 25
= Luxations:
- Oui, non
- Hanche, genou, épaule, coude, autre
- Droit-gauche
- Chirurgie : oui, non
- Nombre total de chirurgie: 1, 2, 3, 4, 25
= AIS Membres
= AIS Colonne Vertébrale
» Traumatisme thoracique
- QOui, non

- AIS Thorax
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- Chirurgie, drain

- Nombre total de chirurgie/pose de drain: 1, 2, 3, 4, =5
Traumatisme pelvien

- Oui, non

- Chirurgie, drain

- Nombre total de chirurgie/pose de drain: 1, 2, 3, 4, 25
Traumatisme abdominal

- QOui, non

- AIS Abdomen

- Chirurgie, drain

- Nombre total de chirurgie/pose de drain: 1, 2, 3, 4, =5
Traumatisme facial

- Oui, non

- AISTéte

- Chirurgie : oui, non

- Nombre total de chirurgie: 1, 2, 3, 4, 25
AlS total

Chirurgie rachidienne de décompression médullaire
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Visite a J+8 de l'inclusion du patient
A compléter aux autres visites J+15 et visite de sortie de
réanimation (+/- 2 jours)
DateJ+8 __/__/__
Date]J+15__/__/__

Date de sortie de réanimation __/__/__

Entourer les mentions correctes

o Thérapeutiques utilisés :

= Sédatifs pour neuro-protection :
- Non, monothérapie, bithérapie, trithérapie, quadrithérapie, 24
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Sédatifs pour agitation
- Non, benzodiazépines, neuroleptiques, anti-histaminiques, autre
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Curares:
- Non, pour intubation, pour chirurgie, pour SDRA, autre
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Drogues vasoactives :
- Non, Adrénaline, Noradrénaline, les deux
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Corticoides:
- Non, HSHC, solumedrol, fludrocortisone
- Nombre de jours d’administration: 1, 2, 3,4, 5,25
- Dose totale administrée : ___mg
= (Circulation Extra Corporelle :
- Non, oui
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Membrane d’oxygénation
- Non, oui
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Exacyl: Non, oui

= Anti-épileptiques
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- Non, lévétiracétam, acide valproique, lamotrigine, carbamazébine, gabapentine,
prégabaline, topiramate, lacosamide, tiagabine, autre
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Anti-dépresseurs
- Non, inhibiteurs de la recapture de la sérotonine, inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline, imipraminiques, IMAO, miansérine, mirtazapine
- Durée: 1-3 jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Dialyse
- Oui, non

- Durée: 1-3 jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours

= Antibiotiques.

Statut neurologique :

= Coma:

- Oui, non

- Datedesortiedecoma:__/__/__
= Dysautonomie

- Ouij, non

- Traitement par bétabloquant : oui, non
* Orientation dans le temps et I'espace : oui, non
* American Spinal Injury Association score (ASIA) (Annexe 1): _ _
= Déficit moteur : pas de déficit, complet, incomplet
* Commande motrice : globale, analytique, normale
= Choc spinal : oui, non
= Echelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2)
= Aggravation neurologique secondaire : oui, non

= Hypertension intracranienne avec pression intracranienne > 20 mmHg : oui, non

Statut infectieux (Annexe 3) :

* Nombre d'infections pulmonaires au cours du séjour : _ _
- Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique
- Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
- Pneumopathie acquise sous ventilation mécanique ou pneumopathie d’inhalation pour
chaque infection
= Nombre d'infections urinaires au cours du séjour : _ _

- Date de retrait de la sonde urinaire: __/__/__
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- Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique

- Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
= Nombre d’infections cutanées et sur cathéter au cours du séjour : _ _

- Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique

- Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
» Nombre d'infections méningées au cours du séjour : _ _

- Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique

- Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
= Nombre d’infections ostéoarticulaires au cours du séjour : _ _

- Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique

- Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
= Nombre d’infections autres au cours du séjour : _ _

- Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique

- Nom des bactéries identifiées pour chaque infection

=  Statut respiratoire :

= Datedel'extubation__/__/__

* Date de la trachéotomie __/__/__

= Date d’arrét de la ventilation mécanique __/__/__

= Syndrome de détresse respiratoire aigiie (traumabase)
- Ouij, non,
- Cause: traumatique, infectieuse, autre
- Sévérité : mineure, modéré, majeure

- Séances de décubitus ventral : oui, non

=  Statut inflammatoire :

= Escarres: oui, non
- Localisation : talon D - G, ischions D - G, scapulas D - G, sacrum, occiput
- Stade pour chaque escarre : 1, 2, 3, 4
» Evénement thromboembolique :
- Thrombose veineuse profonde, embolie pulmonaire, les deux
- Nombre d’évéenements

- Traitement : anticoagulation curative, filtre cave

» Kinésithérapie :
»  Kinésithérapie respiratoire : oui, non

+ Date de la premiére kinésithérapie respiratoire __/__/__
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% Fréquence par semaine: 1, 2,3,4,5,6,7

+ Fréquence parjour:1,2, 23
Mobilisation passive des 4 membres dans I'’ensemble des secteurs articulaires : oui, non
« Sinon, pourquoi ?
+ Date de la premiére mobilisation par Kinésithérapie __/__/__
+ Fréquence par semaine: 1, 2,3,4,5,6,7
« Fréquence parjour:1, 2,23

% Durée la séance : 0-15 min, 15-30 min, 30-45 min, = 45 min

++ Articulations mobilisées au cours d’'une séance : épaules D - G, coudes D - G, poignets D

- G, hanches D - G, genoux D - G, chevilles D - G

++» Mobilisation dans toute 'amplitude articulaire : oui, non, si non, pourquoi ?
Installation au fauteuil

+¢+ Oui, non, si non, pourquoi ?)

@,

« Date de la premiére installation __/__/__

R/

+ Fréquence par semaine: 1, 2,3,4,5,6,7
« Fréquence parjour:1, 2,23
+ Nombre de minutes par jour : 0-15 min, 15-30 min, 30-45 min, = 45 min
Verticalisation sur plan
++ Oui/non, si non, pourquoi ?
+ Date de la premiére installation __/__/__
+ Fréquence par semaine: 1, 2, 3,4,5,6,7
«» Fréquence parjour:1,2,23

« Nombre de minutes par jour : 0-15 min, 15-30 min, 30-45 min, = 45 min
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Visite le jour de sortie du service de réanimation (+/- 2 jours)

Date de départ du service de réanimation __/__/__

o Service d’aval

O

OO0Oo0oo0oao

O

Neurochirurgie

Orthopédie

Chirurgie Maxilo-Faciale

Soins de de rééducation post réanimation (SRPR)

SSR neurologique

SSR polyvalent

Autre : ...

o Examen neurologique :

Orientation dans le temps et 'espace

Galveston Orientation and Amnesia Test (GOAT) (Annexe 4)
GOS-E (Annexe 5)

Examen cognitif (possibilité de cocher plusieurs cases)

O
O
O
O
O
O

Troubles mnésiques
Troubles phasiques
Troubles dysexécutifs
Troubles praxiques
Troubles gnosiques

Etat de conscience minimale

Examen moteur (possibilité de cocher plusieurs cases)

O

O
O
O

Monoplégie

O membre supérieur : droit, gauche
O membre inférieur : droit, gauche
Hémiplégie : droit, gauche
Paraplégie

Tétraplégie

Déficit moteur : pas de déficit, complet, incomplet

Commande motrice : globale, analytique, normale

Choc spinal : oui, non

Echelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2)

Autres déficiences :

O
O

Syndrome Parkinsonien

Cérébelleux
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Vestibulaire
Atteinte des paires craniennes
Troubles de la déglutition

Vessie neurologique

O 0000

Colon neurologique
Agitation : oui, non

Score ASIA

o Statut alimentaire :

o Examen articulaire : amplitudes passives des hanches, genoux, coudes, épaules (Annexe 6)

Gastrostomie : oui, non
Date de retrait de la sonde naso-gastrique __/__/__

Date de la premiére prise alimentaire_ _/__/__

o Index de Barthel (Annexe 7)

Visite M+1, M+2, M+3, M+6, M+9 /- 7 jours

Date de la consultation __/__/__

o LieuduRDV

O

O00O000a0o

Neurochirurgie

Orthopédie

Chirurgie Maxilo-Faciale

Soins de de rééducation post réanimation (SRPR)
SSR neurologique

SSR polyvalent

Domicile

Autre: ...

o Date du retour au domicile __/__/__

o Examen neurologique :

Orientation dans le temps et ’espace
Galveston Orientation and Amnesia Test (GOAT) (Annexe 4)
GOS-E (Annexe 5)

Examen cognitif (possibilité de cocher plusieurs cases)
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O Troubles mnésiques
O Troubles phasiques
O Troubles dysexécutifs
O Troubles praxiques
O Troubles gnosiques
O Etat de conscience minimale
= Examen moteur (possibilité de cocher plusieurs cases)

O Monoplégie

O membre supérieur : droit, gauche
O membre inférieur : droit, gauche

O Hémiplégie : droit, gauche

O Paraplégie

O Tétraplégie
= Déficit moteur : pas de déficit, complet, incomplet
= (Commande motrice : globale, analytique, normale
=  Choc spinal : oui, non
= Echelle d’Ashworth modifiée (Annexe 2)
=  Autres déficiences :
Syndrome Parkinsonien
Cérébelleux
Vestibulaire
Atteinte des paires craniennes
Troubles de la déglutition

Vessie neurologique

O0O0OO0O0O0Oao0aOno

Colon neurologique

= Agitation : oui, non

o Examen articulaire : amplitudes passives des hanches, genoux, coudes, épaules (Annexe 6)

o Thérapeutiques utilisés :

o Sédatifs pour agitation
= Non, benzodiazépines, neuroleptiques, anti-histaminiques, autre
»  Durée: 1-3 jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
o Anti-inflammatoires :
=  Non stéroidiens, corticoides
»  Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours

=  Anti-épileptiques
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- Non, lévétiracétam, acide valproique, lamotrigine, carbamazébine, gabapentine,
prégabaline, topiramate, lacosamide, tiagabine, autre
- Durée: 1-3jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours
= Anti-dépresseurs
- Non, inhibiteurs de la recapture de la sérotonine, inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline, imipraminiques, IMAO, miansérine, mirtazapine
- Durée: 1-3 jours, 4-7 jours, 8-14 jours, = 15 jours

. Antibiotiques

o Statut infectieux (Annexe 3):

o Nombre d’infections pulmonaires depuis la derniére consultation : _ _
= Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique, transfert dans un autre
service, hospitalisation
= Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
* Pneumopathie communautaire, pneumopathie d’inhalation
o Nombre d’infections urinaires depuis la derniéere consultation : _ _
= Date de retrait de la sonde urinaire: __/__/__
= Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique, transfert dans un autre
service, hospitalisation
* Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
o Nombre d’'infections cutanées depuis la derniére consultation : _ _
= Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique, transfert dans un autre
service, hospitalisation
» Nom des bactéries identifiées pour chaque infection
o Nombre d’infections autres au cours depuis la derniere consultation : _ _
= Sévérité pour chaque infection : sepsis, choc septique, transfert dans un autre
service, hospitalisation

* Nom des bactéries identifiées pour chaque infection

o Statut respiratoire :

o Date de sevrage de la trachéotomie:__/__/__

o Syndrome de détresse respiratoire aigiie depuis la derniére consultation : oui, non

=  Statut inflammatoire :

= Escarres: oui, non
- Localisation : talon D - G, ischions D - G, scapulas D - G, sacrum, occiput

- Stade pour chaque escarre : 1, 2, 3, 4
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= Evénement thromboembolique :

Thrombose veineuse profonde, embolie pulmonaire, les deux
Nombre d’événements

Traitement : anticoagulation curative, filtre cave

= Kinésithérapie :

= Mobilisation passive des 4 membres dans I’ensemble des secteurs articulaires : oui, non

0
0’0

Y/
0'0

R/
0’0
Y/
0'0

R/
0’0

R/
0'0

Si non, pourquoi ?

Fréquence par semaine: 1, 2, 3,4,5,6,7

Fréquence parjour: 1, 2, 23

Durée la séance : 0-15 min, 15-30 min, 30-45 min, = 45 min

Articulations mobilisées au cours d’une séance : épaules D - G, coudes D - G, poignets D
- G, hanches D - G, genoux D - G, chevilles D - G

Mobilisation dans toute I'amplitude articulaire : oui, non, si non, pourquoi ?

= [nstallation au fauteuil

o3
o
o
o3

@,
0’0

Oui, non, si non, pourquoi ?)

Date de la premiére installation__/__/__
Fréquence par semaine: 1, 2, 3,4,5,6,7
Fréquence parjour: 1, 2, 23

Nombre de minutes par jour : 0-15 min, 15-30 min, 30-45 min, 2 45 min

= Verticalisation sur plan

Oui/non, si non, pourquoi ?

Date de la premiere installation __/__/__
Fréquence par semaine : 1, 2, 3,4,5,6,7
Fréquence parjour:1,2,23

Nombre de minutes par jour : 0-15 min, 15-30 min, 30-45 min, = 45 min

= Index de Barthel (Annexe 7)
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18.2 SCORE AMERICAN SPINAL INJURY ASSOCIATION (ASIA)

Evaluation motrice

Igentits du patient

Score ASIA
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18.3 ECHELLE D’ASHWORTH MODIFIEE

Source : college des enseignants de Médecine Physique et de Réadaptation

0 : pas d’augmentation du tonus musculaire.

1 : légere augmentation du tonus musculaire avec simple “sensation d’accrochage”

ou minime résistance en fin de course.

1 + :légere augmentation du tonus musculaire avec simple “sensation d’accrochage” suivi
d’une minime résistance au cours de la premiére moitié de la course musculaire.

2 : augmentation importante du tonus musculaire durant toute la course musculaire

mais le segment du membre reste facilement mobilisable.

3 : augmentation considérable du tonus musculaire. Le mouvement passif est difficile.

4 : hypertonie majeure. Mouvement passif impossible.

Echelle d’Ashworth modifiée

Articulations Groupes musculaires Droit Gauche
Fléchisseurs
Extenseurs
Hanche Rotateurs internes

Rotateurs externes

Abducteurs

Adducteurs

Genoux Ischiojambiers

Quadriceps

Epaule Fléchisseurs

Extenseurs

Rotateurs internes

Rotateurs externes

Abducteurs

Adducteurs

Coudes Fléchisseurs

Extenseurs

Pronateurs

Supinateurs
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18.4 INFECTIONS PENDANT LE SEJOUR EN REANIMATION

Infection numéro

Localisation
- pulmonaire
- urinaire
- cutanée/cathéter
- ostéo-articulaire

- méningée

Sévérité
- mineure
- modérée

- majeure

Noms des bactéries

identifiées

10

11

12

13

14
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18.5 TEST DE GALVESTON ORIENTATION AND AMNESIA TEST (GOAT)

Source : college des enseignants de Médecine Physique et de Réadaptation

Instruction : un score de 78 ou plus, obtenu 3 fois consécutives, indique que le patient est sorti de la

période d’amnésie post-traumatique.
76-100 = normal
66-75 = limite

<65 = altéré

Score des
Questions Notes
erreurs
Comment vous appelez vous ? -2 Nom et prénom
Quelle est votre date de naissance? -4 Donner le jour, le mois, 'année
Ou étes-vous maintenant ?
Ville ? -5
Batiment ? -5
Quand avez-vous été admis ? -5 Date
Comment y étes-vous venu ? -5 Mode de transport
Quel est votre premier souvenir apres o _ _
_ -5 Tout évenement plausible suffit
I'accident ?
Quel détail pouvez-vous donner ? -5 Doit donner un détail significatif
Pouvez-vous décrire le dernier événement . o
_ -5 Tout événement significatif
dont vous vous souvenez avant I'accident ?
. ) -1 pour une erreur d'une demi-
Quelle heure est-il maintenant ? -5
heure, etc.
_ _ -1 pour une erreur d'un jour,
Quel jour de la semaine ? -3
etc.
Quelle date sommes-nous ? _
_ ) -5 -1 pour une erreur d'un jour.
(donner le jour du mois)
_ -5 pour une erreur d’'un mois,
Quel mois ? -15
etc.
Quelle année ? -30 -10 pour une erreur de 1 an

Score total (100-total des erreurs) =

On peut obtenir un score négatif
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18.6 GLASGOW OUTCOME SCALE AND EXTENDED GLASGOW OUTCOME SCALE (INTERVIEW),
SOURCE : COLLEGE DES ENSEIGNANTS DE MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION

Source : collége des enseignants de Médecine Physique et de Réadaptation

G‘lasgow Outcome Scale and Extended Glasgow Outcome
Scale (interview)

La Glasgow Outcome Scale (GOS) et sa version étendue (GOSE) sont des échelles de devenir
global des traumatisés criniens*. La GOS est une échelle qui propose 5 situations différentes allant de:
Bonne récupération: GOS 1
Handicap modéré (une certaine indépendance existe): GOS 2
Handicap sévére (conscience du handicap): GOS 3
Etat végétatif persistant: GOS 4
Au déces: GOS 5.

La GOSE, version étendue, comporte 8 degrés en déclinant en deux les handicaps sévéres, modérés
et la bonne récupération.

Nous proposons ici la traduction francaise (Fayol et al, 2004) de ['entretien, qui a été élaborée
quelques années plus tot par Wilson et al. Cette échelle est validée en France chez des patients

4 partir de 16 ans, mais son utilisation en pratique est plus large.

Il est recommandé de se référer au document princeps (Fayol et al., 2004).

* 11 est & noter que dans la littérature anglo-saxonne, ['ordre est inversé: le décés est coté 1 et
la bonne récupération est notée 5.
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18.7 EXAMEN DES AMPLITUDES PASSIVES

Examen des amplitudes passives

Articulations

Groupes musculaires

Droit

Gauche

Hanche

Fléchisseurs

Extenseurs

Rotateurs internes

Rotateurs externes

Abducteurs

Adducteurs

Genoux

Fléchisseurs

Extenseurs

Epaule

Fléchisseurs

Extenseurs

Rotateurs internes

Rotateurs externes

Abducteurs

Adducteurs

Coudes

Fléchisseurs

Extenseurs

Pronateurs

Supinateurs
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18.8 INDEX DE BARTHEL

Source : collége des enseignants de Médecine Physique et de Réadaptation

Cet index est fiable, sensible et reproductible, ce qui en fait un outil de référence.
Cet indice comporte 10 items (relatant, appareil par appareil, les activités de la vie quoti-
dienne), chacun étant coté de 0, 5, 10 ou 15 (pour seulement deux d’entre eux). Le score

final correspond a la somme des nombres obtenus par chaque item. Le chiffre 100 équivaut

a un score d'indépendance compléte.

Coter 0 si l'activité est impossible.

Alimentation

10

Indépendant. Capable de se servir des instruments nécessaires.
Prend ses repas en un temps raisonnable.

A besoin d'aide par exemple pour couper.

Dépendance.

Contrdle sphinctérien

10
5
0

Continence.
Fuites occasionnelles.
Incontinence ou prise en charge personnelle si sonde vésicale i demeure.

Anorectal

10 Continence. Capable de s'administrer un lavement ou un suppositoire.
5  Accidents occasionnels. A besoin d’aide pour un lavement
ou un suppositoire si nécessaire.
0  Incontinence
w.cC.
10 Indépendance.
5 Intervention d’une tierce personne.
0 Dépendance

Soins personnels

5
0

Possible sans aide.
Dépendance compléte.
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Bain
5  Possible sans aide. [ ]
0 Dépendance compléte. | |

Habillage

10 Indépendance (pour boutonner un bouton, fermer une fermeture éclair,
lacer ses lacets, mettre des bretelles). [ |

5 A besoin d'aide, mais fait la moitié de la tiche en un temps correct. | |

0 Dépendance compléte. [ ]

Transfert du lit au fauteunil

15 Indépendant, y compris pour faire fonctionner un fauteuil roulant.

10 Peut s’asseoir mais doit étre installé.

5 Capable de s'asseoir, mais nécessite une aide maximale pour le transfert.
0  Incapacité totale.

Déplacements

15 Marche avec soutient ou pas, pour faire plus de 50 métres.
10 Marche avec aide pour faire 50 métres.

5 Indépendant pour faire 50 métres en fauteuil roulant.

0 Dépendance compléte.

Escaliers

10 Indépendant, peut se servir de cannes. ||
5 A besoin d'aide ou de surveillance. [ ]
0 Incapacité totale. L

Score total

19. CONSENTEMENTS, EXEMPLE
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ASSISTANCE HOPITAUX
PUBLIQUE DE PARIS

Titre complet de recherche :

« Incidence des paraostéoarthropathies neurogenes (POAN) dans une population de
traumatisés craniens et de blessés médullaires et marqueurs spécifiques du
développement précoce de POAN »

« BENTHOS »

Cette recherche est promue par I'’Assistance Publique - Hopitaux de Paris
Délégation a la Recherche Clinique et a I'Innovation
1 avenue Claude Vellefaux

75010 Paris
NOTE D'INFORMATION
Madame, Monsieur,
Le DocCteur e (nom, prénom), exercant a
Ihopital e , propose a Mme, M. (barrée les mentions
inutiles) ..o (nom, prénom), de participer a une recherche concernant son état

de santé.

En raison de son état qui le/la rend incapable d’exprimer son consentement, et conformément a la loi,
c’est a vous, compte tenu des relations que vous entretenez avec lui/elle, que nous demandons
'autorisation de participation a cette recherche.

Il est important de lire attentivement cette note avant de prendre votre décision ; n’hésitez pas a lui
demander des explications.

Si vous décidez de la participation de votre proche a cette recherche, un consentement écrit vous sera
demandé.

1) Quel est le but de cette recherche ?
Cette recherche porte sur la création d’'une banque de données cliniques et de liquides

biologiques qui a terme permettra d’identifier les patients a risque de développer des
paraostéoarthropathies neurogenes grace a des marqueurs précoces.

Pour répondre a la question posée dans la recherche, il est prévu d’inclure 'ensemble des
personnes présentant un traumatisme cranien grave ou modéré dans le cadre d'un polytraumatisme et
les patients avec lésion compléte de la moelle épiniere, dans un seul établissement de soins, situés
dans le centre hospitalier universitaire de Beaujon.

2) En quoi consiste la recherche ?
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Dans la recherche proposée, nous allons évaluer l'incidence de survenue de paraostéoarthropathies
neurogenes et procéder a un recueil de données cliniques et biologiques. Votre proche bénéficiera de
prélevements de sang, urines et si possible, de liquide céphalorachidien ainsi que d’un suivi médical
rapproché pour collecter des données cliniques et détecter précocement I'apparition éventuelle d’'une
paraostéoarthropathie neurogene.

3) Quel estle calendrier de la recherche ?

La durée prévisionnelle de la recherche est de 3 années et votre participation sera de 1 année. Apres
votre inclusion, le déroulement de la recherche a été le suivant :

- Votre proche aura des prélevements de sang, de selles et d’urines a J+2, J+8 et J+15 dés son
arrivée en réanimation. Ces prélevements seront réalisés en méme temps que les examens de
routines. Des tubes supplémentaires seront collectés dans le but de la recherche,

- Des prélévements de liquide céphalorachidien pourront étre effectués aux mémes dates
seulement en depuis une dérivation ventriculaire externe, lors d’'une ponction lombaire faite
dans un cadre diagnostique ou lors d'un prélévement de routine au bloc opératoire.
L’ensemble de ces examens biologiques seront prélevés lors des prélévements habituellement
réalisés dans le service et ils ne seront jamais réalisés uniquement dans le cadre de ce
protocole.

- Nous collecterons également des données cliniques tout au long du séjour en réanimation puis
a J+15, M1, M2, M3, M6 et M9 +/- 7 jours de son entrée en réanimation, lors de courtes
consultations de suivis.

- Sivotre proche est hospitalisé en soins de suites et de réadaptation en région parisienne, nous
viendrons a sa rencontre pour réaliser ce recueil de données. Si votre proche est retourné au
domicile, nous le convoquerons en consultation sur le site de I'hdpital Raymond Poincaré.

- En cas de suspicion clinique de paraostéoarthropathies neurogenes lors d'une de ces
consultations, nous réaliserons une imagerie (échographie ou angioscanner) dans le service de
radiologie de 'h6pital Raymond Poincaré.

Selon le moment ou vous lirez cette note d’information votre proche aura recu ou recevra les
examens suivants :

Jour de

sortie de
40| | J+2 148 115 | T ML | M2 || M43 M+6 M+9
+/- 2] +/- 2j +/- 2j +H-T75 || -7 || +-7i +/-7 +/-7j

Hospitalisation en réanimation

v

Arrivée du Hospitalisation Consultations Visite de fin de la
patient en Prélévements biologiques® Recueil de données cliniques® recherche
réanimation + Recueil de données cliniques®® +/- recueil de données radiologiques® Consultations
+/- recueil de données radiologiques® Recueil de données
cliniques?®
Hospitalisation +/-recueil de
Recueil de données données
cliniques®* radiologiques®

4) Quels sont les bénéfices liés a la participation de votre proche ?

Les patients inclus dans cette étude bénéficieront d'un suivi clinique rapproché I'année suivant
I'inclusion. La suspicion de paraostéoarthropathies neurogenes débouchera sur la réalisation d’une
imagerie diagnostique et une prise en charge spécifique si le diagnostic est avéré. Ce suivi permettra
également de dépister d’autres anomalies liées au handicap (déformations neuro-orthopédiques,
escarres...). Votre proche recevra alors une prise en charge ou sera orienté vers une autre structure
experte afin de permettre des soins adaptés.

Par ailleurs, votre proche contribuera a une meilleure connaissance des paraostéoarthropathies
neurogenes.
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5) Quels sont les traitements autorisés et non autorisés ?

La transfusion de plus de 4 culots globulaires contre indique l'inclusion de patients dans notre étude.
En effet, il ne parait pas raisonnable de réaliser des prélévements sanguins a un sujet anémié et
nécessitant d’étre transfusé.

6) Quels sont les risques et les contraintes prévisibles ajoutés par la recherche ?

Les risques prévisibles pour les patients inclus dans cette étude pourraient étre liés :

Aux prélévements supplémentaires de liquides biologiques effectués pour la recherche. C’est
pour cela que les patients en choc hémorragique ou ayant recu plus de 4 culots globulaires
seront logiquement exclus de cette étude,

Le prélevement sanguin peut entrainer une sensation désagréable transitoire au moment de la
piqlire, ainsi qu'un hématome au point de ponction,

A la contrainte que peut imposer les consultations de suivi pour recueil des données cliniques.
Dans le but de réduire les déplacements de patients et le nombre de perdu de vue, il était
important de restreindre notre population aux sujets vivant en région parisienne. Par ailleurs,
les recueils de données seront réalisés sur le lieu d’hospitalisation du patient tant que celui-ci
sera hospitalisé. Une fois rentré au domicile ou en institution, le patient sera vu en consultation

de médecine physique et de réadaptation sur I'’h6pital Raymond Poincaré.

Si vous acceptez que votre proche participe, vous devrez veiller a ce qu’il/elle respecter les points
suivants :

Venir aux rendez-vous. En cas d'impossibilité, nous vous remercions de contacter son médecin
le plus rapidement possible.

Suivre les recommandations du médecin relatif a sa participation a I’étude.

Informer le médecin de la recherche, de l'utilisation de tout traitement ainsi que de tout
événement survenant pendant la recherche (hospitalisation, grossesse, prélevement sanguin
réalisé au cours du dernier mois sauf si aucun prélevement de sang n’est prévu dans la
recherche ...).

Ne pas prendre part a un autre projet de recherche sans I'accord du médecin, ceci pour le/la
protéger de tout accident possible pouvant résulter par exemple d’'incompatibilités possibles
entre les thérapeutiques étudiées ou d’autres dangers

Etre affilié(e) a un régime de sécurité sociale ou étre bénéficiaire d’un tel régime.

7) Que vont devenir les prélevements effectués pour la recherche ?

Les échantillons prélevés dans le cadre de la recherche proviendront de :

Prélevements de sang, de selles et d'urines a J+2, J+8 et J+15 +/- 7 jours. Ces prélevements
seront réalisés en méme temps que les examens de routines. Des tubes supplémentaires seront
collectés dans le but de la recherche.

Prélevements de liquide céphalorachidien aux mémes dates si réalisables : présence d'une
dérivation ventriculaire externe, lors d’'une ponction lombaire faite dans un cadre diagnostique,
prélévement de routine au bloc opératoire.

L’ensemble de ces examens biologiques seront prélevés lors des prélevements habituellement
réalisés dans le service et ils ne seront jamais réalisés uniquement dans le cadre de ce
protocole.

ATissue de la recherche, les échantillons pourront étre utilisés pour des analyses ultérieures non
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prévues dans le protocole pouvant se révéler intéressantes dans le cadre de la pathologie et en
fonction de I'évolution des connaissances scientifiques notamment en recherche fondamentale, sous
réserve que le patient de n’y soit pas opposé, apres en avoir été informé, comme indiqué dans le
formulaire de consentement.

Pendant la recherche, les collections seront conservées au laboratoire du Centre de ressources
biologiques de Bichat (CRB) (Hépital Bichat, 46 Rue Henri Huchard, 75877 Paris) sous la
responsabilité de Mme HUART Virginie et Dr TUBIANA Sarah pendant une durée totale de 2 ans. Les
échantillons seront conservés dans un congélateur a -80°C.

A la fin de la recherche, les échantillons seront transférés au laboratoire de 'unité de recherche UMR-
S/MD1197, IRBA-CTSA, Hopital Percy, 1 Rue du Lieutenant Raoul Batany, 92190 Clamart, France pour
y étre conservés pendant 3 années supplémentaires. Les échantillons seront conservés dans un
congélateur a -80°C.

[l n’y aura pas d’examen des caractéristiques génétiques.

Vous avez la possibilité a tout moment de demander au médecin qui suit votre proche dans le
cadre de la recherche, la destruction de ces prélévements biologiques ou de vous opposer a
toute utilisation ultérieure.

8) Quels sont les éventuelles alternatives médicales ?

En cas de non-participation a la recherche, votre proche bénéficiera d’'une prise en charge en soins de
suite et réadaptation pour bénéficier de rééducation. A la sortie, un suivi clinique en consultation peut
étre instauré mais n’est pas systématique. En cas de suspicion clinique de développement de para-
ostéoarthropathies neurogenes, le médecin suspectant cliniquement le diagnostic peut demander un
examen d’imagerie puis adresser votre proche en consultation chirurgicale. Cette complication étant
peut connue, il est classique d’avoir un retard diagnostique et de prise en charge chez les patients non
suivis par des équipes spécialisées en handicap neurologique.

9) Quelles sont les modalités de prise en charge médicale a la fin de la participation de

votre proche ?
Notre étude étant observationnelle et ne portant pas sur l'utilisation d’un traitement mais uniquement
sur du recueil de données cliniques et biologiques, en cas d’arrét de I'étude, il n'y aura aucune

conséquence pour votre proche. Le suivi en consultation avec un médecin de Médecine Physique et de
Réadaptation se poursuivra tant que cela est nécessaire.

Le médecin pourra décider a tout moment de l'arrét de la participation de votre proche ; il vous en
expliquera les raisons.

10) Si votre proche participe, comment vont étre traitées les données recueillies pour la

recherche ?

Dans le cadre de la recherche a laquelle 'AP-HP propose a votre proche de participer, un traitement de
ses données personnelles va étre mis en ceuvre pour permettre d’en analyser les résultats.
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A cette fin, les données médicales le/la concernant et les données relatives a ses habitudes de vie, ainsi
que, ses origines ethniques, seront transmises au Promoteur ou aux personnes ou partenaires agissant
pour son compte, en France et conservées pendant 15 ans. Ces données seront identifiées par un
numéro d’enregistrement. Ces données pourront également, dans des conditions assurant leur
confidentialité, étre transmises aux autorités de santé francaises.

Le fichier informatique utilisé pour cette recherche est mis en ceuvre conformément a la
réglementation francaise (loi Informatique et Libertés modifiée) et européenne (au Réglement Général
sur la Protection des Données -RGPD), Vous disposez d’un droit d’acces, de rectification et d’opposition
au traitement des données couvertes par le secret professionnel utilisées dans le cadre de cette
recherche. Ces droits s’exercent aupres du médecin en charge de la recherche qui seul connait son
identité (identifié en premiere page du présent document).

Si vous décidez d’arréter sa participation a la recherche, les données recueillies précédemment a cet
arrét seront utilisées conformément a la réglementation, et exclusivement pour les objectifs de cette
recherche. En effet, leur effacement serait susceptible de compromettre la validité des résultats de la
recherche. Dans ce cas, ses données ne seront absolument pas utilisées ultérieurement ou pour une
autre recherche.

En cas de difficultés dans I'exercice de vos droits, vous pouvez saisir le Délégué a la Protection des
données de I’AP-HP a I'adresse suivante : protection.donnees.dsi@aphp.fr, qui pourra notamment vous
expliquer les voies de recours dont vous disposez aupres de la CNIL.

11) Comment cette recherche est-elle encadrée ?

L’AP-HP a pris toutes les mesures pour mener cette recherche conformément aux dispositions du Code
de la Santé Publique applicables aux recherches impliquant la personne humaine.

L’AP-HP a souscrit une assurance (N° d’adhésion) garantissant sa responsabilité civile et celle de tout
intervenant auprés de la compagnie HDI-GERLING par l'intermédiaire de BIOMEDICINSURE dont
I'adresse est Parc d'Innovation Bretagne Sud C.P.142 56038 Vannes Cedex.

L’AP-HP a obtenu l'avis favorable du Comité de Protection des Personnes pour cette recherche
[indiquer le nom du CPP] le [indiquer la date de la séance au format jj /mm /aaaa]

12) Quels sont les droits de votre proche ?

La participation de votre proche a cette recherche est entiérement libre et volontaire. Votre décision
n'entrainera aucun préjudice sur la qualité des soins et des traitements qu’il/elle est en droit
d’attendre.

Vous pourrez tout au long de la recherche demander des informations concernant la santé de votre
proche ainsi que des explications sur le déroulement de la recherche au médecin qui le/la suit.

Vous pouvez retirer a tout moment la participation de votre proche a la recherche sans justification,
sans conséquence sur la suite de son traitement ni la qualité des soins qui lui seront fournis et sans
conséquence sur la relation avec son médecin. A 'issue de ce retrait, il/elle pourra étre suivi par la
méme équipe médicale. Dans ce cas, les données collectées jusqu'au retrait seront utilisées pour
I'analyse des résultats de la recherche.

Le dossier médical de votre proche restera confidentiel et ne pourra étre consulté que sous la

responsabilité du médecin s’occupant de son traitement ainsi que par les autorités de santé et par des
personnes diment mandatées par ’AP-HP pour la recherche et soumises au secret professionnel.
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A T'issue de la recherche et apres analyse des données relatives a cette recherche, vous pourrez étre
informé(e) des résultats globaux en le demandant au médecin qui suit votre proche dans le cadre de
cette recherche

Vous pouvez également accéder directement ou par l'intermédiaire d'un médecin de votre choix a
I'ensemble de ses données médicales en application des dispositions de I'article L. 1111-7 du Code de
la Santé Publique.

Apres avoir lu toutes ces informations, discuté tous les aspects avec le médecin, si vous acceptez que
votre proche participe a la recherche vous devrez signer et dater le formulaire de consentement
éclairé se trouvant a la fin de ce document.

ASSISTANCE HOPITAUX
PUBLIQUE DE PARIS

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

Je soussigné(e), Mme, M. [rayer les mentions inutiles] (nom,
PTENOM ) .ottt ettt et e s e accepte librement en qualité de personne de
confiance*, proche**, parent [rayer les mentions inutiles|] que Mme, M. [rayer les mentions inutiles] (nom,
PTENOM ) ettt ettt e e e eees participe a la recherche intitulée « « Incidence des

paraostéoarthropathies neurogénes (POAN) dans une population de traumatisés craniens et de
blessés médullaires et marqueurs spécifiques du développement précoce de POAN », « BENTHOS
» organisée par I'Assistance Publique - Hopitaux de Paris et qui m’est proposée par le
Docteur/Professeur/Personne qualifiée (nom, prénom,
(2] (2] 2] T L= PRSI RRR , médecin dans cette recherche.

- J’ai pris connaissance de la note d’information version 1-0 du 21/02/2019 [5 page] m’expliquant
'objectif de cette recherche, la fagon dont elle va étre réalisée et ce que la participation de mon/ma
proche va impliquer,

- je conserverai un exemplaire de la note d’information et du consentement,

- j’ai recu des réponses adaptées a toutes mes questions,

- j’ai disposé d’un temps suffisant pour prendre ma décision,

- j’ai compris que la participation de mon/ma proche est libre et que je pourrai interrompre sa
participation a tout moment, sans encourir la moindre responsabilité et préjudice pour la qualité des
soins qui lui seront prodigués.

- j’ai été informé(e) que les données recueillies dans le cadre de la recherche peuvent étre réutilisées
pour des recherches ultérieures, et que je pouvais m’y opposer a tout moment

- Je suis conscient(e) que la participation de mon/ma proche pourra aussi étre interrompue par le
meédecin si besoin, il m’en expliquera les raisons,

- j’ai compris que pour pouvoir participer a cette recherche mon/ma proche doit étre affilié(e) a un
régime de sécurité sociale ou bénéficiaire d’'un tel régime. Je confirme que c’est le cas,

- j’ai bien été informé(e) que la participation de mon/ma proche a cette recherche durera 12 mois,

- j’ai été informé(e) que ses échantillons, prélevés dans le cadre de cette recherche, seront conservés et
utilisés ultérieurement a des fins de recherche portant sur les paraostéoarthropathies neurogeénes,
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- mon consentement ne décharge en rien le médecin qui le/la suit dans le cadre de la recherche ni
I’AP-HP de I'ensemble de leurs responsabilités et mon/ma proche conserve tous ses droits garantis
par la loi.

* La personne de confiance doit avoir été désignée au préalable par écrit, par le patient (art.
L.1111-6 du CSP)
** ]e Proche : personne entretenant des liens étroits et stables avec I'intéressé(e) (art. L.1122-2
II 6¢ alinéa)
Une information de l'intéressé(e) doit également étre effectuée, adaptée a sa capacité de
compréhension et a son état. Son adhésion pour la participation a cette recherche est sollicitée et
il ne peut étre passé outre a son refus ou a la révocation de son acceptation.

Les deux personnes qui signent ce document attestent que c’est bien le cas.

Signature de la personne donnant l'accord Signature du médecin
de participation a la recherche

Nom Prénom : Nom Prénom :
Lien avec I'intéressé(e) :

Date: Signature : Date: Signature :
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Résumé : Les ossifications hétérotopiques (OH)
sont des formations osseuses bénignes
anormalement situées dans les tissus mous du
corps humain. Les OH peuvent étre d’origine
génétique, acquise et idiopathique. Elles sont
appelées  paraostéoarthropathies  neurogenes
(POAN) lorsqu’elles se développent aprés une
Iésion du systeme nerveux central. Cette thése a
pour objectif de préciser les facteurs
inflammatoires locaux et systémiques, impliqués
dans la survenue de POAN. Nous avons tout
d’abord étudié I’effet de [D’injection de
composants de paroi membranaire bactérienne
dans un modéle de souris développant des
ossifications hétérotopiques neurogénes (OHN)
aprés  section  médullaire et injection
intramusculaire d’un myotoxique chimique.
L’injection locale intramusculaire comme
systtmique d’'un  composant de  paroi
d’Escherichia Coli ou de Staphylococcus Aureus
a permis d’augmenter de fagon significative le
volume des OHN. A T’issu de ces expériences, il
semble que le niveau d’inflammation
intramusculaire influence de fagon importante le
volume des OHN, selon un effet-dose. La
provenance des agents de paroi bactérienne fait
supposer que I’inflammation pourrait étre
spécifiqguement induite par des pathogénes
infectieux. Il semblerait qu’il existe un niveau
inflammatoire seuil a partir duquel, la section
médullaire ne soit plus obligatoire a la survenue
d’OH. Toujours dans le méme modéle murin,
nous avons montré que le blocage de la jonction
neuro-musculaire par une injection de toxine
botuliqgue augmente le volume des OHN. La
jonction neuro-musculaire semble réguler le
développement de OHN dans un muscle
pathologique chez la sourie avec section
médullaire. 1l est possible que cette régulation
s’effectue via un mécanisme de neuro-
inflammation locale. Suite & ces découvertes en
recherche fondamentale, nous avons mené une
étude cas-temoins recherchant des facteurs
pourvoyeurs d’inflammation a la phase tres
précoce suivant I’accident neurologique, qui

pourraient étre corrélés a I’apparition de POAN.
Cette étude a été la premiére a montrer que les
patients avec POAN présentent de facon plus
importante des infections a Pseudomonas
Aeruginosa. La présence de traumatismes
associés et de chirurgies était corrélée a la
survenue de POAN, tout comme la longueur de
la ventilation mécanique, du coma, du séjour en
réanimation et la présence d’une trachéotomie.
En revanche, aucun critére neurologique n’était
associé a une augmentation du risque de POAN.
A gravité neurologique égale, il semble donc
gue les patients développant des POAN
présentent un niveau d’inflammation plus élevé
(infections, polytraumatisme, chirurgies
multiples, réanimation) que les patients sans
POAN. Comme pour d’autres pathologies
articulaires avec une composante
inflammatoire, nous avons infiltré des dérivés
cortisonés localement, dans le but de traiter les
douleurs induites par certaines POAN. Un mois
apres I'injection, 80% des patients présentaient
un soulagement des douleurs. Ce traitement
local parait &tre une alternative intéressante a la
prise en charge antalgigue des POAN
douloureux.

Les POAN sont toujours, a 1’heure actuelle,
diagnostiqués et prises en charge tardivement
lors de DI’apparition de complications. L’enjeu
actuel est d’identifier les patients a risque de
développer des POAN, le plus tt possible aprés
leur accident neurologique de fagon a leur
assurer un suivi et une prise en charge adaptée
et précoce. En se basant sur les études cliniques
et les données issues du modéle murin
développant des POAN, nous allons relever des
criteres cliniques et biologiques reconnus
comme étant corrélés a 1’apparition de POAN
dans une base de données clinico-biologique.
Ce tout premier travail prospectif sur les POAN
permettra de repérer les patients a risque de
développer des POAN et peut étre a terme
d’identifier des cibles thérapeutiques qui
permettront de prévenir ou de guérir les POAN.
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Abstract: Heterotopic ossifications (HO) are
abnormal ectopic bone formations that develop
in soft tissues. HO can be related to genetic
factors or acquired pathologies. HO occurring
after central nervous system lesion are called
neurogenic HO (NHO). The objective of this
project is to identify local and systemic
inflammatory factors that may be associated
with occurrence of NHO. We study first, the
effect of bacterial membrane components on the
development of NHO in a mouse model of
spinal cord injury triggered by injection of a
myotoxic compound into muscle. Local and
systemic  administration of = membrane
components  from  Escherichia coli or
Staphylococcus aureus significantly increased
the volume of NHO. Changes in the level of
inflammation, which was dose responsive,
correlated with changes in NHO volume
suggesting that inflammation influences NHO
formation. As bacterial membrane components
were also linked to increased volumes of NHO,
it is possible that inflammation triggered by
infectious pathogens could also be involved in
NHO development. Furthermore, we identified
that after reaching a certain threshold of
inflammation, triggered by administration of
bacterial membrane components, spinal cord
injury was not required for NHO formation.
Further experiments with this model involved
determining  the effect of  blocking
neuromuscular signaling on NHO formation.
Botulinum toxin injection increased the size of
NHO. Therefore, neuromuscular signaling also
modulates NHO development in damaged
muscles of spinal cord-injured mice. By
extension, local neuroinflammation  was
implicated in regulating neuromuscular signals
received by affected muscles. Based on these
preclinical results, we carried out a case-control
study to look for factors inducing inflammation
that could be linked with NHO occurrence, and
which occur at early stages after neurological
trauma. This study identifies for the first time
that patients with Pseudomonas Aeruginosa-
positive infections were more likely to develop
NHO. NHO patients more frequently
experience

surgery and polytrauma, compared to patients
without NHO. Furthermore, extended stays in
intensive care, long periods of mechanical
ventilation, enduring coma, or patients with a
tracheotomy were more frequent in patient with
NHO. In contrast, no neurological factors were
associated with a higher risk of developing
NHO. Patients with comparable neurological
trauma severity were more susceptible to
develop NHO when they were experiencing a
high level of inflammation (infection,
polytrauma, surgeries, intensive care). Like for
other inflammatory joint pathologies, we
performed a further study which involved the
infiltration of NHO with corticosteroid locally,
in order to treat pain induced by NHO
formation. One month after treatment, 80% of
patients reported an improvement of pain.
Therefore, we demonstrate that corticosteroid
infiltration at the site of NHO is an effective
treatment for pain associated with NHO.
Detecting patients that are at risk to develop
NHO as early as possible after an accident is
imperative, to adapt rehabilitative strategies or
treatment needs specific for patients that
develop NHO. However, NHO diagnosis occurs
during late phase of disease, when
complications are occurring. To address this
shortfall in the detection of NHO formation, we
are undertaking the first prospective study of
NHO, where clinical and biological information
will be recorded to make a database. The
specific data to be collected has been defined by
our previous research in the mouse model and
earlier clinical studies, and will identify specific
biological and clinical factors that can be
monitored to identify patients at risk to develop
NHO. The outcomes of this project have
specific implications in the understanding the
drivers of NHO formation and its detection.
Global outcomes of this project include
improving patient management and possibly the
prevention of NHO formation in patients.
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