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RESUME 

La sclérodermie (SSc) est une pathologie grave caractérisée par une atteinte microvasculaire combinée à 

une fibrose cutanée. Au niveau des extrémités, ce phénomène provoque des ulcères digitaux (UD) 

particulièrement douloureux et qui contribuent à diminuer la qualité de vie des patients atteints. La cicatrisation 

des UD est diffiĐile et souǀeŶt de ŵauǀais pƌoŶostiĐ aǀeĐ d͛iŵpoƌtaŶts ƌisƋues d͛iŶfeĐtioŶ ǀoiƌe d͛aŵputatioŶ. A 

Đe jouƌ, les iŶjeĐtioŶs iŶtƌaǀeiŶeuses d͛ilopƌost, uŶ aŶalogue de la pƌostaĐǇĐliŶe, soŶt le seul tƌaiteŵeŶt reconnu 

mais leur utilisation entraîne des effets secondaires et requiert une hospitalisation. Le treprostinil, un autre 

aŶalogue de la pƌostaĐǇĐliŶe, est susĐeptiďle d͛iŶduiƌe uŶe iŵpoƌtaŶte vasorelaxation ce qui en fait une molécule 

d͛iŶtĠƌġt ŵajeuƌ dans la prise en charge des UD. La sclérodermie est une pathologie complexe et aucun modèle 

aŶiŵal Ŷe pƌĠseŶte l͛eŶseŵďle de ses ĐaƌaĐtĠƌistiƋues phǇsiopathologiƋues. Parmi les modèles existants nous 

avons sélectionnés deux modèles murins (HOCL et uPAR-/-) récemment décrits comme étant prometteurs pour 

développer de nouvelles approches thérapeutiques dans la prise en charge des symptômes de la SSc. 

L͛oďjeĐtif de Đette Ġtude est d͛Ġǀalueƌ l͛ioŶtophoƌğse de tƌepƌostiŶil Đoŵŵe stƌatĠgie loĐale pouƌ iŶduiƌe 

une aĐĐĠlĠƌatioŶ de la ĐiĐatƌisatioŶ d͛ulĐğƌes pƌoǀoƋuĠs suƌ ŵodğles de ““Đ. Brièvement, une lésion a été réalisée 

par excision de peau au niveau du dos de souris. Les animaux ont été répartis aléatoirement dans trois groupes : « 

témoin », « contrôle » et « treprostinil » et les plaies oŶt ĠtĠ suiǀies jusƋu͛à ĐiĐatƌisatioŶ Đoŵplğte. 

Les animaux traités par iontophorèse de treprostinil présentent une cicatrisation accélérée. Ces résultats 

oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs pouƌ les deuǆ ŵodğles de ““Đ. L͛effet le plus iŵpoƌtaŶt a été mesuré au cours de la phase 

précoce de la cicatrisation.  

Cette étude est la première a démontré que la ioŶtophoƌğse de tƌepƌostiŶil s͛aǀğƌe ġtƌe uŶe piste 

prometteuse daŶs la pƌise eŶ Đhaƌge thĠƌapeutiƋue des UD Đhez les patieŶts atteiŶts de ““Đ. D͛autres études 

précliniques devront être menées pour mieux comprendre les mécanismes et une étude clinique devra confirmer 

ce résultat sur des patients. 

Mots clés : sclérodermie systémique ; microcirculation ; vasodilatateurs ; iontophorèse ; ulcération. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Systemic Sclerosis (SSc) is a serious disease affecting the skin microcirculation and characterized by fibrosis. 

Digital ulcers (DU) are the principal manifestation of this microvascular dysfunction in the extremities. DUs are 

frequent, painful, can cause functional impairment and have a major negative impact on the quality of life. 

Wound healing of DU is delayed and this can result in gangrene and amputation. To date, intravenous 

prostacyclin analogues (iloprost) are the only approved treatment for active SSc-related DU but their use is 

limited by serious vasodilation-induced side effects and usually requires hospitalization. Treprostinil is a 

prostacyclin receptor agonist that induces vascular relaxation and is used to treat advanced digital ischemia. 

Treprostinil is a very interesting candidate to enhance wound healing of ulcers in fibrotic skin. Scleroderma is a 

complex pathology and there is none existing animal model that can encompass all aspects of the disease related 

to fibrosis and vasculopathy. Among existing models, we selected two mouse models (HOCL and uPAR-/-) that 

were recently described as promising tool to study SSc-related vasculopathy and fibrosis such as digital ulcers.  

The main objective of this study was to evaluate the therapeutic effect of topical administration of 

treprostinil on wound healing in two different preclinical models of SSc. Briefly, cutaneous excisional wounds 

were induced on mice. Animals were randomized into 3 sub-groups according the treatment to be administered: 

͞sham͟, ͞control͟ and ͞treprostinil͟ aŶd ǁouŶd pƌoĐess ǁas folloǁed uŶtil full ƌeĐoǀeƌǇ. 

Treprostinil iontophoretically-administered induced a significant acceleration in wound healing process in 

both models of SSc. The most significant effect was observed during the early phase of the healing process.  

This study demonstrated that iontophoresis of treprostinil could be proposed as a local therapeutic 

strategy to SSc patients with digital ulcers. Further pre-clinical studies should be realized to explore the underlying 

pharmacological and electrical mechanisms involved and clinical study should be started soon to assess the 

potential effect on SSc-related ulcers. 

 

Key-words : systemic sclerosis ; microcirculation ; vasodilator agents; iontophoresis; ulceration 
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PARTIE 1. INTRODUCTION 

I. Atteintes microcirculatoires dans la sclérodermie  

(Allanore et al., 2015; Gabrielli, Avvedimento, & Krieg, 2009) 

La sclérodermie systémique (SSc) fait partie des maladies systémiques auto-immunes les 

plus complexes. Elle se caractérise par trois manifestations principales: 1) une dérégulation 

du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe iŶŶĠ et aĐƋuis, aǀeĐ la pƌoduĐtioŶ d͛auto-anticorps et de cellules 

auto-immunitaires; 2) une vasculopathie au niveau microcirculatoire avec un 

dysfonctionnement endothélial et une fibrose ; et 3) une hyperproduction de composants de 

la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe Ƌui s͛aĐĐuŵuleŶt daŶs la peau, les ǀaisseauǆ et les oƌgaŶes 

iŶteƌŶes. L͛atteiŶte ŵiĐƌoǀasĐulaiƌe appaƌait pƌĠĐoĐeŵeŶt daŶs le développement de la 

pathologie et conduit progressivement à une réduction du nombre de microvaisseaux 

sanguins. Cette baisse de densité capillaire est liée au déséquilibre des fonctions réparatrices 

eŶdothĠliales et de l͛aŶgiogeŶğse, à l͛ĠpaississeŵeŶt de la paroi vasculaire associée à une 

pƌolifĠƌatioŶ des Đellules ŵusĐulaiƌes lisses de l͛iŶtiŵa, et au ƌĠtƌĠĐisseŵeŶt de la luŵiğƌe 

ǀasĐulaiƌe ƌespoŶsaďle d͛uŶe hǇpoǆie tissulaiƌe et d͛uŶ stƌess oǆǇdatif. A Đe phĠŶoŵğŶe 

s͛ajoute uŶe aĐtiǀatioŶ eŶdothĠliale caractérisée par : 1) une surproduction endothéliale de 

ŵolĠĐules d͛adhĠsioŶ, VCAMϭ ;ǀasĐulaƌ Đell adhesioŶ pƌoteiŶ ϭͿ, ICAM ;iŶteƌĐellulaƌ 

adhesion molecules) et la E-selectin, qui favorise la réaction inflammatoire ; et 2) une 

sécrétion augmentée de facteurs profibrotiques, endothéline-1 (ET-1) et CTGF (connective 

tissue growth factor), qui contribuent à la prolifération des cellules musculaires lisses ainsi 

Ƌu͛à la pƌoduĐtioŶ de ĐoŵposaŶts de la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe, ŶotaŵŵeŶt de ĐollagğŶe 

(figure 1). Cette aĐĐuŵulatioŶ de fiďƌes de ĐollagğŶe, d͛ĠlastiŶe, de glǇĐosaŵiŶoglǇĐaŶes et 
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de fiďƌoŶeĐtiŶe ĐoŶduit à l͛appaƌitioŶ d͛uŶe fiďƌose ĐutaŶĠe et ǀisĐĠƌale ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de la 

sclérodermie systémique. 

Figure 1. Le processus pathologique de la sclérodermie. 

 (Allanore et al., 2015) 

Le processus est déclenché par un dommage vasculaire et une activation endothéliale (étape 

1). EŶ ƌĠpoŶse auǆ ĐhĠŵokiŶes et auǆ ŵolĠĐules d’adhĠsioŶ, la ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe est 

initiée (étape 2) ; le « cocktail » de molécules inflaŵŵatoiƌes ĐoŶduit à l’aĐtivatioŶ de 

fibroblastes qui génèrent un stress oxydatif et se différencient en myofibroblastes, 

responsables de la production accrue de composants de la matrice extracellulaire (étape 3). 

L’aĐtivatioŶ des Toll-like receptor 4 (TLR4) au niveau des cellules dendritiques et des 

myofibroblastes conduit à une exacerbation du processus. 

DǇsfoŶĐtioŶ eŶdothĠliale, fiďƌose et altĠƌatioŶ de l͛aŶgiogeŶğse soŶt ĠtƌoiteŵeŶt liĠes 

dans la physiopathologie de la sclérodermie. Leur combinaison coŶduit d͛aďoƌd à des 

anomalies de structure au niveau tissulaires puis rapidement à des troubles fonctionnelles 

ŵiĐƌoĐiƌĐulatoiƌes à l͛oƌigiŶe des pƌiŶĐipauǆ sǇŵptôŵes de la ŵaladie ;figuƌe ϮͿ.  La 
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dérégulation des fonctions endothéliales est un élément central dans la survenue des 

complications vasculaires dans la SSc. En effet, les cellules endothéliales, situées sur la 

couche interne des vaisseaux, sont impliquées dans un grand nombre de fonctions 

physiologiques : ŵaiŶtieŶ d͛uŶe suƌfaĐe ŶoŶ agƌĠgaŶte, iŶteractions avec les cellules et les 

ŵĠdiateuƌs ĐiƌĐulaŶts, pƌoduĐtioŶ de ŵolĠĐules d͛adhĠsioŶ peƌŵettaŶt l͛iŶitiatioŶ de la 

séquence adhésion-rolling-arrêt-transmigration leucocytaire, de facteurs de croissance, de 

substances vasoactives permettant la régulation endothéliale-dépendante du tonus 

vasculaire ou encore de cytokines et de chémokines. Chez le patient atteint de sclérodermie, 

plusieurs de ces fonctions sont altérées et conduisent à une perte de contrôle du tonus 

vasculaire et de la perméabilité vasculaire. Cette perte de régulation génère des spasmes 

ǀasĐulaiƌes eǆtƌġŵeŵeŶt dĠlĠtğƌes et ƌespoŶsaďles des lĠsioŶs d͛isĐhĠŵie-reperfusion et de 

la pƌoduĐtioŶ de ƌadiĐauǆ liďƌes Ƌue l͛oŶ ƌetƌouǀe daŶs les tƌouďles tƌophiƋues.   

A Đe jouƌ, l͛oƌigiŶe de l͛atteinte endothéliale dans la SSc reste mal identitifée et plusieurs 

hǇpothğses ĐoeǆisteŶt. La piste d͛uŶe iŶfeĐtioŶ ǀiƌale, ŶotaŵŵeŶt au ĐǇtoŵĠgaloǀiƌus 

humain (hCMV), est paƌfois ĠǀoƋuĠe. EŶ effet, des tauǆ iŵpoƌtaŶts d͛aŶtiĐoƌps diƌigĠs ĐoŶtƌe 

le hCMV sont ƌetƌouǀĠs Đhez ĐeƌtaiŶs patieŶts pƌĠseŶtaŶt uŶe ǀasĐulopathie. D͛autƌes 

patieŶts oŶt des tauǆ iŵpoƌtaŶts d͛auto-anticorps dirigés contre les cellules endothéliales, ce 

qui orienterait vers un mécanisme auto-immun. Certains évoquent enfin une production 

accrue de radicaux superoxydes qui entrainerait une baisse de production des substances 

vasodilatatrices telles que le ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NO) et les prostacyclines (PGI2). Quel que 

soit l͛hǇpothğse, l͛uŶiƋue Đeƌtitude est Ƌue l͛altĠƌatioŶ pƌiŵaiƌe de l͛eŶdothélium est un 

évènement central qui apparait précocement dans le développement des troubles 

vasculaires de la SSc comme les troubles trophiques périphériques. 
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Figure 2. Les différents stades des lésions retrouvées dans la sclérodermie. 

 
(Gabrielli et al., 2009) 
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II. La prise en charge des troubles trophiques vasculaires périphériques  

Sont définies comme troubles trophiques vasculaires, toutes les anomalies permanentes 

de la peau eŶgeŶdƌĠes paƌ uŶe iŶsuffisaŶĐe ŵiĐƌoĐiƌĐulatoiƌe d͛oƌigiŶe aƌtĠƌielle ou ǀeiŶeuse 

;figuƌe ϯͿ. DaŶs la sĐlĠƌodeƌŵie, le pƌiŶĐipale tƌouďle tƌophiƋue est l͛ulĐğƌe digital 

ischémique (UD), conséquence directe de la raréfaction capillaire au niveau des extrémités. 

Il s͛agit de lĠsioŶs tƌğs doulouƌeuses et foƌteŵeŶt ƌĠĐidiǀaŶtes. L͛appaƌitioŶ d͛uŶ UD est 

généralement secondaire à une blessure ou une coupure au niveau inguinal mais peut 

ĠgaleŵeŶt suƌǀeŶiƌ spoŶtaŶĠŵeŶt. Plus de la ŵoitiĠ des patieŶts ““Đ foŶt l͛eǆpĠƌieŶĐe d͛uŶ 

UD au ŵoiŶs uŶe fois daŶs leuƌ ǀie de ŵalade, taŶdis Ƌue pƌğs d͛uŶ tieƌs pƌĠseŶteŶt uŶe 

foƌŵe peƌsistaŶte ou ƌĠĐuƌƌeŶte, Đ͛est-à-dire chronique. Enfin, un tiers de ces formes 

chroniques sont considérées comme sévères et présentent un risque majeur de gangrène ou 

d͛aŵputatioŶ. La peƌte de tissue eŶgeŶdƌĠe au Đouƌs de l͛ulĐĠƌatioŶ est gĠŶĠƌaleŵeŶt 

dĠfiŶitiǀe et ĐoŶduit d͛uŶe paƌt à uŶ iŵpoƌtaŶt haŶdiĐape pouƌ les patients mais également 

à des hospitalisations plus fréquentes. Heureusement, la prévalence des UD est en 

diminution depuis une quinzaine d͛aŶŶĠe, en partie grâce à une prise de conscience 

supĠƌieuƌe des ŵĠdeĐiŶs, à l͛aŵĠlioƌatioŶ des stƌatĠgies thĠƌapeutiques, pharmacologiques 

ou non, et au perfectionnement des interventions chirurgicales.  

Figure 3. Manifestations vasculaires périphériques de la sclérodermie systémique : 

phénomène de Raynaud (à gauche) et ulcération digitale (à droite) 
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1. Stratégies pharmacologiques de la prise en charge des ulcères 

digitaux de la sclérodermie  

(Botzoris and Drosos, 2011; Opitz et al., 2011; Abraham and Steen, 2015) 

En France, l͛ilopƌost, uŶ aŶalogue PGI2, est indiqué dans la prise en charge curative des 

UD. Le bosentan, un antagoniste non sélectif des récepteurs à ET-1, est indiqué uniquement 

en prévention de la ƌĠĐidiǀe d͛UD. Depuis quelques années de nombreuses études ont été 

menées pour évaluer de nouvelles molécules. Une recherche sur la base Medline avec 

l͛assoĐiatioŶ des mots clefs « skin ulcer/therapy » et « scleroderma, systemic » retourne 19 

aƌtiĐles puďliĠs daŶs le Đadƌe d͛essais ĐliŶiƋues ŵeŶĠs suƌ la deƌŶiğƌe dĠĐeŶŶie. Les ĐaŶdidats 

les plus étudiés appartiennent à 4 classes d͛iŶtĠƌġt ŵajeuƌ : les antagonistes calciques, les 

inhibiteurs de la phosphodiestérase (PDE), les analogues PGI2 et les antagonistes des 

récepteurs à ET-1. D͛autƌes Đlasses oŶt aussi fait l͛oďjet d͛Ġtudes Đoŵŵe les Ŷitƌates, les 

statines et les alpha-bloquants, mais à un degré moindre. 

LES ANTAGONISTES CALCIQUES 

Les bloqueurs calciques sont considérés comme la ligne thérapeutique de 1
ère

 intention 

daŶs le sǇŶdƌoŵe de ‘aǇŶaud, Ƌu͛il soit pƌiŵaiƌe ou seĐoŶdaiƌe à uŶe ““Đ. Du fait de leuƌ 

action vasodilatatrice périphérique très puissante, les molécules comme la nifédipine et 

l͛aŵlodipiŶe, iŶhiďeŶt la ĐoŶtƌaĐtioŶ des ŵusĐles lisses eŶ ďloƋuaŶt l͛eŶtƌĠe Đellulaiƌe de 

calcium par les canaux voltage-dépendants. Dans le traitement des ulcères, une étude 

contrôlée et randomisée datant de 1989 a montré que les bloqueurs calciques étaient 

efficaces pour limiter la survenue des UD (Rademaker et al., 1989). En revanche leur 

utilisation est largement liŵitĠe paƌ des effets seĐoŶdaiƌes iŵpoƌtaŶts liĠs à l͛effet 

ǀasodilatateuƌ sǇstĠŵiƋue ;ĐĠphalĠes, œdğŵe pĠƌiphĠƌiƋue, flush, hǇpoteŶsioŶ 

oƌthostatiƋueͿ. A Đe jouƌ, les ďloƋueuƌs ĐalĐiƋues Ŷe soŶt ĠtudiĠs Ƌu͛eŶ assoĐiatioŶ aǀeĐ 
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d͛autƌes ǀasodilatateuƌs pĠƌiphĠƌiƋues. UŶe Ġtude de Đohoƌte pƌospeĐtiǀe a dĠďutĠ eŶ 2013 

sous la ƌespoŶsaďilitĠ du Pƌ MatuĐĐi de l͛UŶiǀeƌsitĠ de FloƌeŶĐe ;ItalieͿ pouƌ Ġtudieƌ 

l͛assoĐiatioŶ des aŶtagoŶistes ĐalĐiƋue et de l͛ilopƌost suƌ la suƌǀeŶue et suƌ le tƌaiteŵeŶt 

des UD (clinical trial n° : NCTϬϭϴϯϲϮϲϯͿ. L͛assoĐiatioŶ seƌa ĐoŵpaƌĠe à une autre association 

composée de sildénafil et de bosentan.  

 Même si les antagonistes calciques ont encore largement leur place dans la stratégie 

thérapeutique, la recherche actuelle se tourne plutôt vers trois autres voies majeures que 

sont : la voie du ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NO pathǁaǇͿ, la ǀoie de la PGI2 et la voie ET-1 (figure 4). 

Figure 4. Principales cibles pharmacologiques dans le traitement des ulcères digitaux 

 

LA VOIE NO-sGC-GMPc (OU NO PATHWAY) 

(Humbert et al., 2014) 
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Le ŵoŶoǆǇde d͛azote endogène est généré par la NO-synthase endothéliale (eNOS) à 

paƌtiƌ d͛uŶ aĐide aŵiŶĠ, le L-aƌgiŶiŶe, et d͛oǆǇgğŶe ŵolĠĐulaiƌe. La sǇŶthğse est 

principalement stimulée par les forces de cisaillement. Une fois libéré par les cellules 

endothéliales le NO a une actioŶ loĐale du fait d͛uŶe deŵi-vie courte. Il pénètre dans la 

cellule musculaire lisse, active une enzyme cytoplasmique, la guanylate cyclase soluble (sGC) 

impliquée dans la production du GMPc à partir de GTP. Lorsque le GMPc atteint une 

quantité suffisante dans la cellule, il entraine une relaxation des fibres musculaires lisses et 

favorise aiŶsi la ǀasodilatatioŶ. Le NO dispose d͛uŶ ƌôle piǀot daŶs l͛ĠƋuiliďƌe du toŶus 

vasculaire mais sa régulation est sensible et peut être altérée par de nombreux facteurs 

(hypertension, diabètes, obésité, sédentarité, tabac, hyperlipidémie, âge, facteurs 

génétiques). En condition de stress oxydant et de dysfonction endothéliale, la eNOS produit  

du O2
-
  qui peut pƌeŶdƌe la plaĐe du NO et oǆǇdeƌ la sGC. UŶe fois oǆǇdĠe, l͛enzyme devient 

incapable de produire du GMPc et la cellule musculaire lisse ne peut plus se relâcher 

normalement. Augmenter la biodisponibilité du NO est une stratégie  pharmacologique qui a 

ĐoŶduit au dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de ŵolĠĐules et de Ŷouvelles classes 

thérapeutiques (figure 5). 

Trois classes de molécules parmi celles-ci ont particulièrement été étudiées dans la 

sclérodermie: 

 Les nitrates donneurs de NO 

Administrés localement ou par voie orale, les donneurs de NO induisent une 

augmentation du flux microvasculaire chez les patients sclérodermiques atteints de 

phénomènes de Raynaud, et pourraient réduire leur survenue et leur sévérité. Une nouvelle 

formulation galénique de nitroglycérine, le MQX-503, a un effet bénéfique sur le flux sanguin 
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basal et sur la sévérité du phénomène de Raynaud (Chung et al., 2009; Hummers et al., 

2013). EŶ ƌeǀaŶĐhe auĐuŶe Ġtude suƌ l͛ulĐğƌe digital Ŷ͛a ĠtĠ puďliĠe.  

Figure 5. Les classes pharmacologiques de la voie NO-sGC-GMPc 

  

 Les inhibiteurs de la phosphodiestérase 5  

Le blocage de la PDE-5 entraine une augmentation de la concentration intracellulaire du 

GMPc dans les cellules musculaires lisses en bloquant la dégradation de ce dernier et 

conduit ainsi au maintien de la relaxation vasculaire induite par la voie du NO. Leur effet est 

puissaŶt et dĠjà eǆploitĠ daŶs l͛hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle pulŵoŶaiƌe ou daŶs les tƌouďles de la 

fonction érectile. Quelques études ont montré un effet bénéfique potentiel des inhibiteurs 

de la PDE5 dans le traitement des ulcères digitaux, en particulier avec le sildénafil. En 2010, 

uŶe ƌĠduĐtioŶ sigŶifiĐatiǀe du Ŷoŵďƌe d͛ulĐğƌes a ĠtĠ oďseƌǀĠe daŶs uŶe Đohoƌte ŶoŶ 

randomisée de 19 patients traités quotidiennement pendant plusieurs mois (Brueckner et 

al., 2010). UŶ essai ƌaŶdoŵisĠ ĐoŶtƌôlĠ ŵultiĐeŶtƌiƋue, a ĠǀaluĠ l͛effet d͛uŶe pƌise 

quotidienne de sildénafil pendant 12 semaines sur la durée et le taux de cicatrisation des UD 

(Lundberg, Gladwin, & Weitzberg, 2015) 
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chez une population de patients SSc (Hachulla, Hatron, Carpentier, Agard, Chatelus, Jego, 

Mouthon, Queyrel, Fauchais, Michon-Pasturel, Jaussaud, Mathian, Granel, Diot, Farge-

Bancel, Mekinian, Avouac, Desmurs-Clavel, & Clerson, 2015). Sur le critère du temps de 

cicatrisatioŶ, l͛Ġtude Ŷ͛a pas ƌĠussi à ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe uŶe aŵĠlioƌatioŶ daŶs le gƌoupe 

traité, eŶ paƌtie à Đause d͛uŶ dĠlai de ĐiĐatƌisatioŶ plus ƌapide Ƌue pƌĠǀu daŶs le gƌoupe 

tĠŵoiŶ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue le Ŷoŵďƌe d͛ulĐğƌes paƌ patieŶt ĠtĠ diŵiŶuĠ au 

ďout de ϴ et ϭϮ seŵaiŶes Đhez les patieŶts tƌaitĠs paƌ sildĠŶafil. L͛analyse de sous-groupes 

montre également Ƌue l͛assoĐiatioŶ  du sildĠŶafil aǀeĐ du ďoseŶtaŶ aĐĐĠlĠƌait la ĐiĐatƌisatioŶ 

des ulcères par rapport au bosentan seul. Malgré ces récents résultats prometteurs, le 

ƌeĐouƌs au tƌaiteŵeŶt paƌ iŶhiďiteuƌs de la PDEϱ Ŷ͛est pouƌ l͛iŶstaŶt Ƌu͛uŶe piste 

thĠƌapeutiƋue et d͛autƌes Ġtudes ĐliŶiƋues ĐoŶtƌôlĠes deǀƌoŶt ġtƌe eŶĐoƌe ġtƌe ƌĠalisĠes. 

 Les stimulateurs et les activateurs de la guanylate cyclase soluble 

Les agonistes (stimulateurs ou activateurs) de la sGC font partie des toutes dernières 

classes pharmacologiques développées dans le domaine cardiovasculaire. En agissant 

diƌeĐteŵeŶt ou iŶdiƌeĐteŵeŶt suƌ l͛eŶzǇŵe, ils soŶt Đapaďles de dĠĐleŶĐheƌ la voie du GMPc 

sans interagir avec la production de NO. La distinction entre stimulateur et activateur tient à 

uŶe diffĠƌeŶĐe de sites de liaisoŶ suƌ l͛eŶzǇŵe et à soŶ Ŷiǀeau d͛oǆǇdatioŶ. AiŶsi, les 

stiŵulateuƌs Đoŵŵe le ƌioĐiguat agisseŶt suƌ l͛eŶzǇŵe  Ŷative (ou réduite) tandis que les 

aĐtiǀateuƌs Đoŵŵe le ĐiŶaĐiguat agisseŶt suƌ l͛eŶzǇŵe oǆǇdĠe ;figuƌe ϲͿ. A Đe jouƌ auĐuŶe 

Ġtude daŶs la pƌise eŶ Đhaƌge des UD Ŷ͛a ĠtĠ ŵeŶĠe Đhez l͛hoŵŵe, seule uŶe Ġtude est eŶ 

cours dans le syndrome de Raynaud mais aucun résultat Ŷ͛a eŶĐoƌe ĠtĠ puďliĠ ;ĐliŶiĐal 

trial n°: NCT01926847). En revanche, en 2015, le riociguat a obtenu une autorisation de mise 
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suƌ le ŵaƌĐhĠ aǀeĐ uŶe iŶdiĐatioŶ daŶs l͛HTAP, Đe Ƌui eŶ fait uŶ ĐaŶdidat paƌtiĐuliğƌeŵeŶt 

sérieux dans la prise en charge des UD.  

Figure 6. Mécanismes d'action des stimulateurs et des activateurs de la sGC 

  

Les stimulateurs et les activateurs de la guanylate cyclase soluble agissent respectivement 

sur les deuǆ Ġtats d’oǆǇdatioŶ de l’eŶzǇŵe : la forme réduite (Fe
2+

) sensible au NO et  la 

forme oxydée (Fe
3+

) insensible au NO. Les stimulateurs stabilisent le complexe NO-hème(Fe
2+

) 

et poteŶtialiseŶt l’effet du NO. DaŶs ĐeƌtaiŶes ĐoŶditioŶs phǇsiopathologiƋues ;iŶsuffisaŶĐe 

cardiaque, hypertension systémique ou pulmonaire, athĠƌosĐlĠƌose et lĠsioŶs d’isĐhĠŵie-

ƌepeƌfusioŶͿ, l’ĠƋuiliďƌe ƌĠdoǆ de la sGC est dĠplaĐĠ veƌs la foƌŵe oǆǇdĠe sous l’effet des 

espğĐes ƌĠaĐtives de l’oǆǇgğŶe. UŶe fois oǆǇdĠe l’hğŵe peƌd soŶ affiŶitĠ pouƌ soŶ site de 

liaison et peut être relarguée. Les aĐtivateuƌs de la sGC soŶt Đapaďles de ƌeŵplaĐeƌ l’hğŵe 

oǆǇdĠe ou de pƌeŶdƌe sa plaĐe loƌsƋu’elle est laissĠe vaĐaŶte. A la diffĠƌeŶĐe des 

stimulateurs, la présence de NO produit un effet additionnel avec les activateurs et non 

synergique. Dans certains cas, les activateurs de la sGC sont susceptibles de protéger la 

dégradation par les protéasomes. (BH4, tetrahydrobiopterin; BH2, dihydrobiopterin; eNOS, 

endothelial nitric oxide synthase; O2
.-
, superoxide; et ONOO

-
, peroxynitrite) 

(Stasch, Pacher, & Evgenov, 2011) 
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LA VOIE DE LA PROSTACYCLINE 

L͛ilopƌost est uŶ aŶalogue staďle de la pƌostaĐǇĐline, agoniste des récepteurs IP dont 

l͛agoŶiste Ŷatuƌel est la prostaglandine de type I2 (PGI2). Ces récepteurs sont situés, entres 

autres, à la surface des cellules musculaires lisses et des plaƋuettes. L͛adŵiŶistƌatioŶ 

iŶtƌaǀeiŶeuse d͛ilopƌost pƌoduit uŶe puissaŶte ǀasodilatatioŶ aiŶsi Ƌu͛uŶ effet aŶtiagƌĠgaŶt, 

ce qui en fait le traitement curatif de première intention dans la prise en charge des troubles 

trophiques chez le patient SSc. Le schéma thérapeutique consiste en plusieurs cures de 5 

jouƌs aǀeĐ peƌfusioŶ ƋuotidieŶŶe d͛ilopƌost peŶdaŶt ϲh. La Đuƌe peut ġtƌe ƌĠpĠtĠe toutes les 

ϲ à ϭϮ seŵaiŶes. D͛autƌes aŶalogues PGI2 eǆisteŶt et oŶt fait l͛oďjet d͛Ġtudes, Đoŵŵe 

l͛ĠpopƌosteŶol et le tƌepƌostiŶil, deuǆ ŵolĠĐules dĠjà iŶdiƋuĠes daŶs le tƌaiteŵeŶt de l͛HTAP. 

Mais jusƋu͛à pƌĠseŶt les ƌĠsultats oŶt ĠtĠ iŶsuffisaŶts pouƌ ĐoŶduiƌe à uŶe eǆteŶsioŶ de leuƌ 

indication au traitement des UD.   

Les analogues PGI2 pourraient également présenter un effet antifibrotique. En favorisant 

la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶs ŵĠdiateuƌs pƌo-fibrotiques, en bloquant la 

synthèse de collagène et en inhibant la migration des fibroblastes, les analogue PGI2 

présentent un grand espoir dans le traitement de la fibrose. Dans une étude randomisée et 

ĐoŶtƌôlĠe puďliĠ eŶ ϮϬϬϭ, l͛utilisatioŶ d͛ilopƌost eŶ Đuƌes ƌĠpĠtĠes a ŵoŶtƌĠ uŶe 

aŵĠlioƌatioŶ sigŶifiĐatiǀe du sĐoƌe de ‘odŶaŶ, Ƌui ƌeŶd Đoŵpte du Ŷiǀeau d͛atteiŶte 

cutanée, chez les patients traités (Scorza et al., 2001). Cet effet aŶtifiďƌotiƋue, s͛il Ġtait 

ĐoŶfiƌŵĠ paƌ d͛autƌes Ġtudes ŶotaŵŵeŶt histologiƋues, seƌait uŶ aƌguŵeŶt supplĠŵeŶtaiƌe 

eŶ faǀeuƌ de l͛utilisatioŶ de cette classe de molécules dans le traitement des ulcères digitaux 

chez le patient SSc.  
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LA VOIE DE L’ENDOTHELINE ϭ  

L͛eŶdothĠliŶe-ϭ est ǀasoĐoŶstƌiĐteuƌ eŶdogğŶe puissaŶt doŶt l͛iŵpliĐatioŶ daŶs la 

physiopathologie de la SSc est clairement établie. En particulier, des taux plasmatiques 

ĠleǀĠs d͛ET-1 sont régulièrement retrouvés chez les patients atteints. En stimulant la 

pƌoduĐtioŶ de ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe paƌ les fiďƌoďlastes, l͛ET-1 serait un acteur central dans 

le dĠǀeloppeŵeŶt de la fiďƌose et daŶs l͛appaƌition des atteintes vasculaires. Actuellement, 

une seule molécule est indiquée dans la prise en charge des UD, le bosentan. Son effet sur la 

suƌǀeŶue de Ŷouǀeauǆ UD a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ daŶs l͛essai ‘APID“-2 publiée en 2011, mais 

auĐuŶ effet Đuƌatif Ŷ͛a ĠtĠ ƌetƌouvé (Matucci-Cerinic et al., 2011).  

 

L͛utilisatioŶ de ŵolĠĐules ǀasodilatatƌiĐes paƌ ǀoie iŶtƌaǀeiŶeuse ou paƌ ǀoie oƌale daŶs 

le traitement des troubles trophiques de la SSc présentent deux principales limites. La 

pƌeŵiğƌe est la suƌǀeŶue d͛effets iŶdĠsiƌaďles diƌeĐteŵeŶt iŵputaďles au ŵĠĐaŶisŵe 

d͛aĐtioŶ de Đes ŵolĠĐules : hypotension artérielle, bouffée vasomotrice, bradycardie, 

ĐĠphalĠe pouƌ l͛ilopƌost ;figuƌe ϳͿ. Pouƌ ĐoŶtƌeƌ Đes effets, le seul ƌeĐouƌs est l͛utilisatioŶ de 

doses plus faibles. La seconde est la raréfaction capillaire intrinsèque à la pathologie. En 

effet, étant donnée la baisse de densité vasculaire et le rétrécissement de la lumière des 

vaisseaux restants, la distributioŶ des ŵolĠĐules aĐtiǀes jusƋu͛à leuƌ Điďle au Ŷiǀeau 

microvasculaire est fortement limitée. Pour augmenter la concentration locale en 

médicaments aux abords des ulcères, il est souvent ŶĠĐessaiƌe d͛augŵeŶteƌ la dose 

adŵiŶistƌĠe Đe Ƌui teŶd à pƌoduiƌe d͛aǀaŶtage d͛effets iŶdĠsiƌaďles. Cette diffiĐultĠ ŵajeuƌe 

est uŶ fƌeiŶ à l͛optiŵisatioŶ posologiƋue et ĠgaleŵeŶt au dĠǀeloppeŵeŶt de Ŷouǀelles 

stratégies thérapeutiques dans la prise en charge des UD chez le patient SSc.  
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Figure 7. Effets secondaires les plus fréquents des  principales classes pharmacologiques 

utilisées dans le traitement des UD. (adapté de Opitz et al., 2011) 
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2. Stratégies non pharmacologiques de la prise en charge des ulcères 

digitaux dans la sclérodermie 

(Barnes, Shahin, Gohil, & Chetter, 2014; Kawasaki et al., 2014; Kloth, 2005; Koel & Houghton, 2014; Polak, 

Franek, & Taradaj, 2014; Sussman & Bates-Jensen, 2012) 

La pƌise eŶ Đhaƌge ŶoŶ ŵĠdiĐaŵeŶteuse des ulĐğƌes digitauǆ a fait d͛iŵpoƌtaŶts progrès, 

notamment au niveau préventif. Eviction du tabac et des agents déclencheurs comme le 

froid, le stress, la prise de traitements vasoconstricteurs (béta-bloquant, triptans, cisplatine, 

…Ϳ, utilisation de gants de protection ou de gants chauffants permettent de réduire la 

survenue des UD chez les patients qui respectent ces recommandations. La chirurgie reste 

souvent nécessaire mais seulement en dernier recours, tandis que d͛autƌes pistes ŶoŶ 

phaƌŵaĐologiƋues foŶt l͛oďjet d͛Ġtudes iŶtĠƌessaŶtes Đoŵŵe l͛effet pƌo-cicatrisant du 

courant. 

LA STIMULATION ELECTRIQUE DANS LA CICATRISATION CUTANEE  

Exploiter la stimulation électrique pour favoriser la cicatrisatioŶ d͛uŶe plaie Ŷ͛est pas uŶe 

idée récente. Au XVII
ème

, des expériences sur les propriétés cicatrisantes du courant étaient 

dĠjà ŵeŶĠes aǀeĐ des feuilles d͛oƌ ĐhaƌgĠes. EŶ ϭϴϱϬ, Đ͛est LeŶte Ƌui a dĠĐƌit pouƌ la 

première fois un effet bénéfique du courant sur la réparation de fractures osseuses. Un 

siècle plus tard, le courant commençait à être expérimenté sur des plaies chroniques. 

Pendant quarante ans, les expériences se sont multipliées et les premiers succès sur des 

essais ĐliŶiƋues oŶt ĐoŵŵeŶĐĠ à ǀeŶiƌ. FiŶaleŵeŶt, Đe Ŷ͛est Ƌu͛au dĠďut du XXIème
 siècle que 

l͛ĠleĐtƌostiŵulatioŶ est véritablement entrée dans la liste des solutions non 

pharmacologiques de prise en charge des ulcères puisque la technique a obtenu une 

autorisation de remboursement par la FDA dans l͛ulĐğƌe de pƌessioŶ et l͛ulĐğƌe diaďĠtiƋue 
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en échec thérapeutique. Pour essayer de comprendre comment le courant peut favoriser la 

cicatrisation, de nombreuses études in vitro et in vivo ont été conduites. 

Les principaux résultats des expériences in vitro ont montré que : 1) le courant entraine 

uŶe ƌĠpoŶse Đellulaiƌe aǀeĐ des ŵodifiĐatioŶs ŵĠtaďoliƋues pouǀaŶt alleƌ jusƋu͛à la 

différenciation cellulaire ; et 2) le courant favorise la migration des cellules tel que les 

neutrophiles, les macrophages, les fibroblastes ou encore les kératinocytes. Ce mécanisme 

de mouvement cellulaire sous l͛effet d͛uŶ Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue attƌaĐteuƌ de polaƌitĠ opposĠe 

est appelé « galvanotaxie ». Il s͛agit d͛uŶ phĠŶoŵğŶe eŶdogğŶe et phǇsiologiƋue ďieŶ dĠĐƌit 

dans la cicatrisation. En effet, la galvanotaxie intervient dès les premiers recrutements de 

cellules et favorise la sĠleĐtioŶ de ĐeƌtaiŶes Đellules. L͛idĠe de ĐeƌtaiŶs ĐheƌĐheurs a donc été 

de simuler, ǀoiƌe d͛aŵplifieƌ ce phénomène endogène par l͛appliĐatioŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt 

eǆogğŶe. UŶe pƌeŵiğƌe Ġtude a aiŶsi ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛appliĐatioŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt eǆogğŶe suƌ uŶe 

culture de cellules de la peau avait conduit à une augmentation de la quantité de 

neutrophiles de plus de 24% (Eberhardt, Szczypiorski, & Korytowski, 1986).  Une seconde 

Ġtude a eŶsuite ŵoŶtƌĠ Ƌue la ŵigƌatioŶ de Đellules de l͛Ġpideƌŵe suƌ ϳ jouƌs augŵeŶtait 

lorsque les cellules étaient exposées à un courant et que cet effet pouvait être amélioré si le 

sens du courant était alterné au cours de la cicatrisatioŶ. EŶ l͛oĐĐuƌƌeŶĐe, l͛auteuƌ a utilisĠ uŶ 

protocole avec du courant cathodale (polarité négative) pour le premier jour suivi par 6 jours 

de courant anodale (polarité positive) (Mertz, Davis, & Cazzaniga, 1993). La galvanotaxie 

Ŷ͛est pas le seul ŵĠĐaŶisŵe Ƌui peƌŵet le ŵouǀeŵeŶt des Đellules, d͛autƌes phĠŶoŵğŶes 

Đoŵŵe le ĐhiŵiotaĐtisŵe, la leǀĠe d͛iŶhiďitioŶ de contact, la pression de population 

cellulaire locale ou certaines forces mécaniques peuvent aussi agir. Dans le cas de la 

galǀaŶotaǆie, les Đellules suiǀeŶt les ligŶes d͛uŶ Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue gƌâĐe à uŶe dĠteĐtioŶ 
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extrêmement fine. Lorsque la peau est intacte, ce champ électrique est principalement 

généré par la différence de potentiel transépithéliale (figure 8). Cette différence de potentiel 

« verticale » est entretenue par des échangeurs Na+/Cl- qui maintiennent le potentiel en 

suƌfaĐe de l͛ĠpithĠliuŵ autour de 0mV et celui au niveau de la frontière dermo-épithéliale 

autour de 40mV. Au contraire, lorsque la peau est lésée et que la barrière épithéliale 

s͛ouǀƌe, uŶe Đhute soudaiŶe du poteŶtielle au Ŷiǀeau de la zoŶe atteinte est observée. Une 

nouvelle différence de potentielle cette fois-ci « horizontale » s͛Ġtaďlie eŶtƌe les ĐouĐhes de 

peau saine et la brèche tissulaire, générant ainsi un nouveau champ électrique dirigé vers le 

centre de la plaie. Le champ agirait alors comme un signal et déclencherait une cascade de 

réponses cellulaires et moléculaires par des phosphokinases, des intégrines, ou encore le 

facteur de croissance épidermique (EGFR),  ce qui pousserait les cellules à se rapprocher du 

pôle cathodale du champ. En appliquant un champ électrique exogène de même polarité, il 

seƌait aiŶsi possiďle, eŶ thĠoƌie, de faǀoƌiseƌ Đe phĠŶoŵğŶe et aiŶsi d͛aĐĐĠlĠƌeƌ la 

cicatrisation. 

Figure 8. Le champ électrique de lésion apparait lorsque la barrière épithéliale est rompue 

 

(Min Zhao, 2009) 
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Plusieurs expériences sur modèles animaux de cicatrisation ont rapidement apporté la 

preuve que le courant pouvait effectivement améliorer la cicatrisation : accélération de la 

ƌĠĠpithĠlialisatioŶ d͛uŶe peau ďƌûlĠe, aŵĠlioƌatioŶ de la ƋualitĠ d͛uŶe peau tƌauŵatisée, 

augmentation de la survie d͛uŶ tissu ĐutaŶĠe eŶ isĐhĠŵie. MalheuƌeuseŵeŶt, le principal 

défaut de ces études est Ƌu͛auĐuŶe Ŷ͛a appliqué le même protocole de courant, poussant 

chaque auteur respectif à conclure à une meilleure efficacité de son modèle par rapport à 

celui des autres. Ces résultats ont ouvert de nombreux débats, notamment sur le sens et sur 

la forme de courant à appliquer pour une meilleure efficacité. Ainsi, quand certaines équipes 

affirment que le courant anodale est le plus efficace car il permet le rapprochement des 

ďoƌds de la plaie et uŶ ƌetouƌ au poteŶtiel tƌaŶsĠpithĠlial, d͛autƌes ĠƋuipes ŵoŶtƌeŶt Ƌue 

Đ͛est le ĐouƌaŶt Đathodale le plus effiĐaĐe eŶ faǀoƌisaŶt la ŵigƌatioŶ des ŵaĐƌophages, des 

neutrophiles et des fibroblastes au cours des phases inflammatoire et proliférative.  

 FiŶaleŵeŶt, les ƌĠsultats les plus pƌoŵetteuƌs oŶt ĠtĠ oďteŶus au Đouƌs d͛essais suƌ 

l͛hoŵŵe. DaŶs uŶe Ġtude suƌ les ulĐğƌes ǀeiŶeuǆ, JuŶgeƌ et soŶ ĠƋuipe oŶt appliƋuĠ 

quotidiennement un courant continu avec des impulsions de 140µs sur la plaie pendant 30 

minutes sur une période de 38 jours, en alternant de temps en temps la polarité (Junger et 

al., 2008). Grâce à ce traitement, les investigateurs ont montré une augmentation 

sigŶifiĐatiǀe de la deŶsitĠ Đapillaiƌe au Ŷiǀeau de l͛ulĐğƌe passaŶt de ϴ Đapillaiƌes/ŵŵ² à 

environ  11.5 capillaires/mm². Cette augmentation de densité vasculaire était associée à une 

augŵeŶtatioŶ sigŶifiĐatiǀe du tauǆ d͛oǆǇgĠŶatioŶ tissulaiƌe loĐale aiŶsi Ƌu͛à une 

augmentation du flux sanguin mesuré par fluxmétrie doppler. Une seconde étude impliquant 

des patieŶts diaďĠtiƋues aǀeĐ uŶe iŶsuffisaŶĐe ǀeiŶeuse, a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛ĠleĐtƌostimulation 

pouvait augmenter la pression partielle transcutanée en O2 à l͛eǆtƌĠŵitĠ du ŵeŵďƌe 

inférieur traité, ouvrant ainsi le champ de la cicatrisation des ulcères à composante 
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vasculaire (Goldman, Brewley, & Golden, 2002). Depuis Đes ƌĠsultats, plus d͛uŶe ǀiŶgtaiŶe 

d͛études cliniques ont été conduites pour étudier la cicatrisation courant-induite sur les 

ulcères de toutes sortes (ulcères de pression, ulcères diabétiques, ulcères veineux ou 

artériels, ulcères mixes) mais ici encore avec presque autant de protocoles que d͛Ġtudes. 

CeƌtaiŶes Ġtudes oŶt utilisĠ uŶ ĐouƌaŶt ĐoŶtiŶu ;DCͿ, d͛autƌes uŶ ĐouƌaŶt alteƌŶatif ;ACͿ 

sǇŵĠtƌiƋue ou ŶoŶ, d͛autƌes eŶĐoƌe se soŶt iŶtĠƌessĠs au ĐouƌaŶt pulsĠ ĐoŶtiŶu ;pDCͿ ;figuƌe 

9). Le recours à des protocoles différents a longtemps rendu impossible la formulation de 

conclusions claires sur le sujet. Pour se faire une idée plus précise et essayer de démêler un 

certain nombre de contradictions, plusieurs équipes ont tenté un regroupement des 

résultats de ces études afin de produire une méta-analyse qui serait capable de donner une 

ƌĠpoŶse plus pƌĠĐise suƌ l͛effiĐaĐitĠ du ĐouƌaŶt et suƌtout suƌ le tǇpe de ĐouƌaŶt à appliƋueƌ. 

Figure 9. Les formes de courant utilisées dans les expériences de cicatrisation par 

électrostimulation 

 

 

(Sussman & Bates-Jensen, 2012) 



 

30 

 

En 2014, deux méta-analyses ont été publiées successivement.  La première, réalisée par 

l͛ĠƋuipe de BaƌŶes et al, a ŶotaŵŵeŶt peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌue l͛utilisatioŶ de ĐouƌaŶt, pulsĠ 

ou alteƌŶatif, augŵeŶtait d͛eŶǀiƌoŶ Ϯϱ% la suƌfaĐe de peau ĐiĐatƌisĠe d͛uŶ ulĐğƌe, tout tǇpe 

d͛ulĐğƌes ĐoŶfoŶdus. Cependant, les Ġtudes sĠleĐtioŶŶĠes paƌ BaƌŶes pouƌ soŶ aŶalǇse Ŷ͛oŶt 

pas suffi à mettre en évidence quelle type de courant semblait le plus efficace.   

La seconde méta-analyse a été produite par Koel et son équipe. Dans cette étude, 15 

essais randomisés contrôlés ont été inclus, avec tout tǇpe d͛ulĐğƌes et tout tǇpe de ĐouƌaŶts. 

IĐi eŶĐoƌe l͛effet ĐouƌaŶt a ďieŶ ĠtĠ ƌetƌouǀĠ, aǀeĐ uŶe augŵeŶtatioŶ ŵoǇeŶŶe de la suƌfaĐe 

de peau ĐiĐatƌisĠe de l͛oƌdƌe de 30% au bout de 4 semaines de traitement. A contrario de 

Barnes qui a essayé de regrouper tous les résultats des études en conservant le critère 

d͛aŶalǇse de ĐhaĐuŶe, Koel a utilisĠ uŶ Đƌitğƌe ĐoŵŵuŶ à toutes ses Ġtudes, ŶoŵŵĠ PA‘ϰ 

pour pourcentage de réduction de surface à 4 semaines. En comparant les études qui ont 

utilisé un courant continu avec celles qui ont utilisé un courant alternatif, Koel a montré que 

le ĐouƌaŶt ĐoŶtiŶu Ġtait plus effiĐaĐe. EŶ ƌeǀaŶĐhe auĐuŶe ĐoŶĐlusioŶ Ŷ͛Ġtait doŶŶĠe suƌ le 

type de courant continu à préférer (DC ou pDC). 

DaŶs uŶe ƌeǀue puďliĠe eŶ ϮϬϭϰ, l͛ĠƋuipe de Polak s͛est iŶtĠƌessĠe uniquement aux 

études utilisant uŶ pƌotoĐole de ĐouƌaŶt ĐoŶtiŶu pulsĠ de haute teŶsioŶ ;HVPCͿ. L͛aŶalǇse 

menée dans cet article a permis de conclure que l͛HPVC pouǀait iŶduiƌe uŶe aĐĐĠlĠƌatioŶ de 

la cicatrisation surtout au cours de la phase précoce. Pour augmenter la puissance de son 

aŶalǇse, l͛ĠƋuipe de Polak Ŷ͛a sélectionné que des études pour lesquelles les protocoles 

électriques étaient assez proches : pulsation ŵoǇeŶŶe de ϭϬϬµs, Ŷoŵďƌe d͛iŵpulsioŶs 

autour de 100 pps,  tension de 50V à 200V et sens cathodale au moins pendant la première 

semaine. L͛aŶalǇse dĠtaillĠe a tout de ŵġŵe peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌu͛uŶe duƌĠe de tƌaiteŵeŶt 

de 3 séances de 45 minutes paƌ seŵaiŶe Ġtait aussi effiĐaĐe Ƌu͛uŶ tƌaiteŵeŶt ĐlassiƋue de 
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1heure par jour 5 fois par semaines. EŶ ƌeǀaŶĐhe, auĐuŶe doŶŶĠe suƌ l͛effet des diffĠƌeŶts 

paƌaŵğtƌes de ĐouƌaŶt Ŷ͛a ĠtĠ pƌoduite.  

UŶe seĐoŶde ƌeǀue a ĠtĠ ƌĠalisĠe paƌ l͛ĠƋuipe de Kaǁasaki. Cette analyse ne concernait 

cette fois que les études sur ulcères de pression et avec un effectif de population supérieur à 

15 patients, tout type de protocoles de courant confondus. Ici aussi les auteurs concluent sur 

une efficacité marquée du courant dans la cicatrisation. Mais leur conclusion va un peu plus 

loiŶ puisƋu͛ils suggğƌeŶt Ƌue le ƌeĐouƌs au ĐouƌaŶt pulsĠ ;HVPCͿ est ĐeƌtaiŶeŵeŶt plus 

efficace que le DC non pulsé ou que le AC, notamment pouƌ tƌois ƌaisoŶs. D͛aďoƌd, ils 

considèrent que le HVPC simule mieux le Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue eŶdogğŶe ĐƌĠĠ loƌs d͛uŶe lĠsioŶ. 

Ensuite, ils estiment que les résultats des différentes études cliniques vont dans ce sens 

malgré la difficulté de les comparer réellement entres elles. Troisièmement, le HVPC serait 

préférable car il réduirait le risque de réaction de type brûlure et augmenterait la 

profondeur de pénétration du courant. La forme de courant à adopter serait donc bien le 

courant HVPC selon les auteurs mais par contre, ici encore, auĐuŶe ĐoŶĐlusioŶ Ŷ͛est doŶŶĠe 

sur le sens du courant à privilégier. 

 Pour obtenir des informations sur la polarité, il existe un ouvrage de référence publiée 

par le Dr. Sussman sur le sujet : « Wound Care. A Collaborative Practice Manual for Health 

Professionals » (Sussman & Bates-Jensen, 2012). Dans le chapitre dédié à 

l͛ĠleĐtƌostiŵulatioŶ, l͛auteuƌ suggğƌe Ƌue la polaƌitĠ est effeĐtiǀeŵeŶt uŶ paƌaŵğtƌe ĐlĠ Ƌui 

interviendrait autant dans la galvanotaxie  que dans la perfusion tissulaire. Ainsi, au cours de 

la phase iŶflaŵŵatoiƌe les ŵaĐƌophages auƌaieŶt ďesoiŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt aŶodale pour 

ƌejoiŶdƌe le Đœuƌ de la lĠsioŶ. Puis, au Đouƌs de la phase pƌolifĠƌatiǀe Đe soŶt les fiďƌoďlastes 

qui auraient cette fois-Đi ďesoiŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt Đathodale pulsĠe de faible tension pour se 

multiplier et pour produire un maximum de fibres de collagène. Enfin, pendant la phase de 
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remodelage, les données semblent manquer pour conclure à un effet de la polarité. 

Concernant la microcirculation, le courant pulsé HVPC serait plus efficace en cathodale pour 

augŵeŶteƌ le fluǆ saŶguiŶ ĐutaŶĠ aussi ďieŶ Đhez l͛hoŵŵe Ƌue Đhez l͛aŶiŵal. UŶ ĐouƌaŶt 

alteƌŶatif pouƌƌait ĠgaleŵeŶt ġtƌe ďĠŶĠfiƋue suƌ la peƌfusioŶ de l͛ulĐğƌe ŵais seuleŵeŶt à 

faible fréquence. Au-delà de l͛aŶalǇse offerte, l͛auteuƌ propose un protocole évolutif basé 

sur un courant de type HPVC, appelé le protocole « Sussman Wound Healing Protocols for 

HVPC ». Une description synthétisée est proposée ici (figure 10). 

Figure 10. Protocole de cicatrisation par électrostimumation HVPC du Dr Sussman 

 

 Un dernier effet positif du courant dans la cicatrisation est régulièrement avancé par les 

adeptes de l͛ĠleĐtƌostiŵulatioŶ, il s͛agit des pƌopƌiĠtĠs ďaĐtĠƌiĐides du Đhaŵp ĠleĐtƌiƋue. 

Bien que largement démontré dans plusieurs expériences in vitro et in vivo, ce phénomène 

ƌeste eŶĐoƌe ŵal eǆpliƋuĠ. CeƌtaiŶs aǀaŶĐeŶt l͛hǇpothğse de la polaƌitĠ, d͛autƌe un effet 

assoĐiĠ à l͛augŵeŶtatioŶ du fluǆ saŶguiŶ et de l͛appoƌt eŶ oǆǇgğŶe. Le phĠŶoŵğŶe a ĠtĠ 

rapporté daŶs plusieuƌs Đas ĐliŶiƋues ďieŶ dĠĐƌits et seŵďle Ŷe souffƌiƌ d͛auĐuŶe 

contestation.  
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III. Modğles de sĐlĠƌodeƌŵie et ŵodğles d’ulĐğƌes ĐutaŶĠs  

1. Des modèles murins de sclérodermie 

(Asano & Sato, 2013; Avouac, Elhai, & Allanore, 2013; Dumoitier, Lofek, & Mouthon, 2014; Manetti et al., 2013; 

Servettaz et al., 2009) 

Malgré les importants moyens déployés pour mieux comprendre la SSc et pour identifier 

de nouvelles pistes thérapeutiques, les mécanismes physiopathologiques restent encore peu 

élucidés et les nouvelles molécules prometteuses se comptent sur une seule main. La 

dĠĐouǀeƌte de Ŷouǀeauǆ ŵĠdiĐaŵeŶts ĐaŶdidats tieŶt ĠtƌoiteŵeŶt à la possiďilitĠ d͛aǀoiƌ 

recours à des modèles expérimentaux qui soient le plus fidèles possible aux composantes de 

la pathologie. Disposer de plusieurs modèles et choisir le plus adapté à ses besoins est 

essentiel pour obtenir un succès maximal lors des phases cliniques du développement. 

Malheureusement, la sclérodermie est une pathologie complexe multifactorielle et aucun 

modèle animal actuellement disponible ne présente paƌfaiteŵeŶt l͛eŶseŵďle des 

composantes physiopathologiques de la pathologie. Les récentes revues publiées sur les 

modèles de SSc montrent parfaitement que le modèle « idéal » Ŷ͛a pas eŶĐoƌe ĠtĠ tƌouǀĠ et 

Ƌue le Đhoiǆ d͛uŶ ŵodğle doit ġtƌe justifiĠ à la fois paƌ l͛oƌgaŶe et la ĐoŵposaŶte 

pathologique ciblés (inflammation, fibrose, immunité, vasculopathie). Nous présentons ici un 

ƌapide Ġtat de l͛aƌt ĐoŶĐeƌŶaŶt les diffĠƌeŶts ŵodğles de sĐlĠƌodeƌŵie aujouƌd͛hui 

disponibles. Comme de plus en plus souvent dans la recherche expérimentale, deux grandes 

catégories de modèles existent dans le cas de la SSc : les modèles génétiques et les modèles 

chimiques. 
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LES MODELES GENETIQUES 

Avec le développement exponentiel des outils de génie génétique, à chaque nouvelle 

déĐouǀeƌte d͛uŶe pƌotĠiŶe iŵpliƋuĠe daŶs la suƌǀeŶue d͛uŶe des ĐoŵposaŶtes de la 

sĐlĠƌodeƌŵie, uŶ ŵodğle gĠŶĠtiƋue de souƌis eǆpƌiŵaŶt ;ou Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pasͿ la pƌotĠiŶe est 

produit. Les animaux ainsi crées expriment généralement un certain nombre de symptômes 

en commun avec la SSc et peuvent être utilisés pour explorer les mécanismes et pour tester 

de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 TSK-1 et TSK-2 

Les modèles Tight Skin-1 et Tight Skin-2 (TSK-1 et TSK-2) sont les deux modèles 

transgéniques les mieux décrits dans la littérature. Les souris TSK-1 présentent une mutation 

du gène codant pour la fibrilline 1 tandis que les souris TSK-2 présentent une mutation 

chimiquement induite sur le chromosome 1 par un agent mutagène, la  N-nitroso-N-

éthylurée.  

La souris TSK-1 développe spontanément une fibrose cutanée associée à une 

suƌpƌoduĐtioŶ de ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe au Ŷiǀeau de l͛hǇpodeƌŵe et iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de 

toute composante inflammatoire. TSK-1 exprime également des anticorps spécifiques de la 

SSc comme des anti-topoisomerases. La souris TSK-2 présente à la fois une fibrose 

hypodermique, des anticorps spécifiques de la SSc et des marqueurs inflammatoires. TSK-2 

reste tout de même bien moins décrite que le modèle TSK-1 pour le moment. Aucun modèle 

TSK ne possède de composante pulmonaire comparable à la fibrose pulmonaire du patient 

““Đ. Elle Ŷe souffƌe d͛auĐuŶe ǀasĐulopathie ŶoŶ plus. Ces ŵodğles soŶt paƌtiĐuliğƌement 

appƌĠĐiĠs pouƌ Ġtudieƌ l͛effet anti-fibrotique de certains candidats thérapeutiques.  
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 Tβ‘ICA
 et Tβ‘II∆k 

L͛iŵpliĐatioŶ daŶs la ““Đ du faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe tƌaŶsfoƌŵaŶt TGF-β Đoŵŵe aĐtiǀateuƌ 

des fibroblastes et comme agent pro-fribrotique, a conduit à la mise au point de deux 

modèles transgéniques de sur-activation de la voie du TGF-β  fibroblastique: la souƌis Tβ‘ICA
 

et la souƌis Tβ‘II∆k. Le pƌeŵieƌ ŵodğle peƌŵet de ĐoŶtƌôleƌ l͛aĐtiǀatioŶ du TGF-β  de 

manière tissu spécifique. Une fois « activées », les souris développent spontanément une 

fibrose cutanée généralisée. Aucune composante inflammatoire, auto-immune ou 

pulŵoŶaiƌe Ŷ͛est oďseƌǀĠe et la ǀasĐulopathie est tƌğs diffĠƌeŶte de Đelle de la ““Đ. Le 

seĐoŶd ŵodğle est lĠgğƌeŵeŶt diffĠƌeŶt, iĐi Đ͛est la ďouĐle du ƌĠtƌo-contrôle négatif de la 

production TGF-β Ƌui est iŶhiďĠe aƌtifiĐielleŵeŶt au Ŷiǀeau des fibroblastes. La souris 

Tβ‘II∆k  pƌoduit uŶe fiďƌose iŵpoƌtaŶte au Ŷiǀeau ĐutaŶĠe et pulŵoŶaiƌe aiŶsi Ƌu͛uŶ 

ƌeŵodelage ǀasĐulaiƌe sĠǀğƌe au Ŷiǀeau des gƌosses aƌtğƌes ĠlastiƋues. La souƌis Tβ‘II∆k est 

spĠĐialeŵeŶt appƌĠĐiĠe pouƌ Ġtudieƌ l͛hǇpeƌteŶsioŶ artérielle pulmonaire secondaire à la 

SSc. Les principales limites de ces deux modèles sont évidemment leur coût et la difficulté 

technique à les mettre en place.  

 Fra-2 

La protéine Fra-2, pour « Fos-related antigen-2», fait partie de la famille des facteurs de 

transcription AP-ϭ Ƌui joueŶt uŶ ƌôle esseŶtiel daŶs la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe, l͛apoptose, les 

processus inflammatoires, la cicatrisation, la fibrose  et le développement tumoral. La souris 

transgénique Fra-2 surexprime cette protéine et développe une inflammation généralisée, 

une fibrose cutanée et pulmonaire importante et une atteinte vasculaire endothéliale 

associée à une raréfaction capillaire. Le modèle Fra-Ϯ est appƌĠĐiĠ Đaƌ il est l͛uŶ des seuls à 

faire le lien entre atteinte vasculaire, fibrose et inflammation. Les souris Fra-2 développent 
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une fibrose cutanée mais le modèle est particulièrement apprécié pour son atteinte 

pulmonaire.  

 uPAR
-/-

 

Le modèle de souris uPAR
-/-, pouƌ leƋuel le gğŶe ĐodaŶt pouƌ le ƌĠĐepteuƌ de l͛aĐtiǀateuƌ 

du plasminogène de type urokinase (uPA) a été inactivé, est le plus récent des modèles de 

sclérodermie publiés. Le récepteur uPAR intervient dans un grand nombre de processus 

Đellulaiƌe Đoŵŵa la diffĠƌeŶĐiatioŶ, la pƌolifĠƌatioŶ, la ŵigƌatioŶ et l͛adhĠsioŶ. Mais il joue 

surtout un rôle central dans le système fibrinolytique et dans le remodelage tissulaire. Une 

fois activé par son ligand uPA, le complexe ligand-récepteur active la conversion du 

plasminogène en plasmine ce qui déclenche la cascade fibrinolytique plasmine-dépendante 

(activation des métalloprotéases, dégradation de la matrice extracellulaire) (figure 11). 

L͛Ġtape de fiďƌiŶolǇse est esseŶtielle au Đouƌs de la ĐiĐatƌisatioŶ Đaƌ elle faǀoƌise, entre autre, 

la migration et la prolifération des fibroblastes impliqués dans le remodelage tissulaire ainsi 

que des cellules endothéliales iŵpliƋuĠes daŶs l͛aŶgiogeŶğse. La foƌŵatioŶ du tissu de 

granulation et la ré-ĠpithĠlialisatioŶ dĠpeŶdeŶt ĠtƌoiteŵeŶt de l͛effiĐaĐitĠ de l͛Ġtape de 

fibrinolyse.  

Il a été montré que chez les patients SSc, une inactivation du complexe uPA/uPAR était 

associée à une conversion accrue des fibroblastes en myofibroblastes et à une dérégulation 

de la formation de matrice extracellulaire, les deux composantes principalement 

responsables de la suƌǀeŶue de fiďƌose. L͛iŶaĐtiǀatioŶ du gğŶe ĐodaŶt pouƌ uPA‘ Đhez la 

souris a produit un modèle de SSc qui présente au niveau cutanée une fibrose, une 

surexpression de myofibroblastes, une diminution de la densité capillaire associée et une 

augmentation de l͛apoptose des Đellules eŶdothĠliales. Le ŵodğle uPA‘-/-
 dispose 
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d͛iŵpoƌtaŶtes ƌesseŵďlaŶĐes aǀeĐ la ““Đ au Ŷiǀeau ĐutaŶĠ. EtaŶt doŶŶĠ l͛iŵpliĐatioŶ du 

ƌĠĐepteuƌ uPA‘ daŶs la ĐiĐatƌisatioŶ, Đ͛est ǀeƌs Đe ŵodğle Ƌue Ŷous Ŷous soŵŵes touƌŶĠs 

pour notre étude eǆpĠƌiŵeŶtale de ĐiĐatƌisatioŶ d͛ulĐğƌe.   

Figure 11. Implication du complexe uPA/uPAR dans la fibrinolyse 

(Smith & Marshall, 2010) 

 

LES MODELES CHIMIQUEMENT INDUITS 

 Le modèle bléomycine 

Le recours aux modèles chimiquement induits est une alternative intéressante car ils 

sont souvent simples à reproduire et peu coûteux. Le plus utilisé et le plus largement décrit 

est le modèle de fibrose induit par injections sous-cutanées de bléomycine, un anti-

cancéreux connus pour provoquer une fibrose pulmonaire chez les patients traités. Les 

souris ainsi préparées développent une fibrose cutanée localisée au niveau de la zone 

d͛iŶjeĐtioŶ Ƌui peƌsiste plusieuƌs seŵaiŶes apƌğs l͛iŶduĐtioŶ. Cette fiďƌose est aĐĐoŵpagŶĠe 
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d͛uŶe iŵpoƌtaŶte ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌe, d͛uŶe suƌeǆpƌessioŶ de la ǀoie du TGF-β, aiŶsi Ƌue 

d͛uŶe pƌoduĐtioŶ d͛aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋues de la ““Đ. Le ŵodğle ďlĠoŵǇĐiŶe Ŷe pƌoduit pas 

d͛atteiŶte ǀasĐulaiƌe et il s͛agit suƌtout d͛uŶ ŵodğle utilisĠ pouƌ Ġǀalueƌ des ŵolĠĐules aŶti-

fibrotiques ou anti-inflammatoires. Malheureusement, les résultats sur modèle bléomycine 

sont souvent surestimés par rapport aux effets réellement obtenus lors du développement 

clinique chez les patients SSc.  

 Le modèle HOCl 

Le modèle le plus récent a été publiĠ paƌ l͛ĠƋuipe du Pƌofesseuƌ Batteux en 2009. Faisant 

le ĐoŶstat Ƌue le stƌess oǆǇdaŶt et la pƌoduĐtioŶ d͛espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;‘O“Ϳ sont 

clairement impliqués dans la pathogénèse de la sclérodermie, le Pr. Batteux a proposé un 

ŵodğle d͛iŶduĐtion chimique par un donneur de ROS. Après plusieurs tentatives avec 

différentes donneurs (ONOO
-
, OH


 , O2

-
), ils ont finalement réussi à produire un modèle de 

SSC en injectant en intradermique de l͛aĐide hǇpoĐhloƌeuǆ ;HOClͿ pendant 6 semaines. Le 

modèle présente une fibrose pulmonaire et une fibrose cutanée localisée au niveau du point 

d͛iŶjeĐtioŶ, assoĐiĠe à la pƌoduĐtioŶ d͛aŶtiĐoƌps de tǇpe aŶti-antitopoisomerase et à une 

réaction inflaŵŵatoiƌe pƌĠĐoĐe. “eloŶ l͛auteuƌ, les iŶjeĐtioŶs ƌĠpĠtĠes de HOCl ĐoŶduiseŶt à 

uŶe pƌoduĐtioŶ d͛H2O2 dans les fibroblastes et à un stress oxydant majeur (figure 12). 

EŶ ϮϬϭϱ, l͛ĠƋuipe du Dƌ. Guilpain a réussi à démontrer les effets anti-oxydant, anti-

fibrotique et immuno-modulateur de certaines cellules souches mésenchymateuses sur le 

modèle HOCl (Maria et al., 2015). TaŶdis Ƌue l͛ĠƋuipe du Pƌ. Batteux exploitait le modèle 

HOCl pour démontrer que l͛utilisatioŶ de paŶtethiŶe, une forme dimérique de vitamine B5, 

était susceptible de limiter les effets délétères des macroparticules relarguées par les 

cellules endothéliales et les fiďƌoďlastes loƌs d͛uŶ stƌess oǆǇdatif (Kavian et al., 2015). Etant 
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donné les perspectives que proposaient ce nouveau modèle chimiquement induit, nous 

avons décidé de le reproduire afiŶ de disposeƌ d͛uŶ seĐoŶd modèle d͛Ġtude la cicatrisation 

des ulcères dans le contexte de la sclérodermie.  

Figure 12. Modèle de SSc induit par des injections intradermique de HOCl 

  

 

 

 

 

 

 

(Batteux et al., 2011) 
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2. De la cicatrisation et des modèles d’ulcères 

(Davidson, 1998; Eming, Martin, & Tomic-Canic, 2014; Galiano, Michaels, V, Dobryansky, Levine, & 

Gurtner, 2004; Singer & Clark, 1999) 

La pƌeŵiğƌe foŶĐtioŶ de la peau est de seƌǀiƌ de ďaƌƌiğƌe ĐoŶtƌe l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Toute 

agression de ce tissu protecteur peut conduire à une affection parfois très grave. Le 

phĠŶoŵğŶe de ĐiĐatƌisatioŶ fait appel à des ŵĠĐaŶisŵes Đoŵpleǆes Ƌui s͛aĐtiǀeŶt dğs Ƌue 

l͛iŶtĠgƌitĠ d͛uŶ tissu est touĐhĠe. Les Ġtapes de la ĐiĐatƌisatioŶ soŶt laƌgeŵent connues et 

ďieŶ dĠĐƌites, elle se dĠĐoŵpose Đhez l͛hoŵŵe eŶ Ƌuatƌe ŵoŵeŶts: ϭ- l͛hĠŵostase ; Ϯ- 

l͛iŶflaŵŵatioŶ ; ϯ- la phase de prolifération ; et 4- la phase de remodelage. 

 L͛hĠŵostase 

Les plaquettes jouent un rôle central dans la première phase de la cicatrisation. Lors 

d͛uŶe lĠsioŶ tissulaiƌe ĐeƌtaiŶes ŵolĠĐules de ĐollagğŶe se ƌetƌouǀeŶt eǆposĠes à la 

circulation sanguine et entrent en contact avec les plaquettes circulantes. Cette interaction 

conduit à une activation des plaquettes qui vont adhérer à l͛eŶdothĠliuŵ lĠsĠ et s͛agƌĠgeƌ 

autouƌ. C͛est au Đouƌs de Đette phase de ĐoagulatioŶ Ƌue les fiďƌes de fiďƌiŶes sont 

converties en fibrinogène et Ƌu͛uŶ caillot fibrino-plaquettaire peut se foƌŵeƌ. L͛aĐtiǀatioŶ 

plaquettaire induit également la migration et l͛adhĠsioŶ des aĐteuƌs Đellulaiƌes de la phase 

inflammatoire. 

 L͛iŶflaŵŵatioŶ 

La phase iŶflaŵŵatoiƌe est iŶitiĠe paƌ l͛aƌƌiǀĠe des leuĐoĐǇtes Ŷeutƌophiles et des 

ŵoŶoĐǇtes  au Đœuƌ de la lĠsioŶ. Les Ŷeutƌophiles adhğƌeŶt ƌapideŵeŶt à l͛eŶdothĠliuŵ 

vasculaiƌe et ŵigƌeŶt eŶsuite daŶs l͛espaĐe iŶteƌĐellulaiƌe où ils joueƌoŶt uŶ ƌôle à la fois 

dans le contrôle du développement infectieux et dans le débridement de la plaie. Les 
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monocytes, quant à eux, vont se convertir en macrophages et débuter leur travail de 

nettoyage des bactéries, des déchets tissulaires et cellulaires. Les macrophages libèrent 

ensuite des médiateurs et des cytokines et participent également au ƌeĐƌuteŵeŶt d͛autƌes 

cellules anti-inflammatoires comme les neutrophiles, les mastocytes et les lymphocytes T. 

Au Đouƌs de la deƌŶiğƌe Ġtape de l͛iŶflaŵŵatioŶ, les Ŷeutƌophiles liďğƌeŶt de Ŷoŵďƌeuǆ 

facteurs  de croissance (TGFs, FGF, VEGF, PDGFs, IGF, KGF)  qui vont favoriser la mise en 

place de la phase de prolifération (figure 13). 

Figure 13. La phase inflammatoire lors de la cicatrisation cutanée 

 

 La phase de prolifération ou de production 

La phase de prolifération met en jeu de nombreux acteurs cellulaires et tissulaires. Une 

fois l͛Ġtape iŶflaŵŵatoiƌe teƌŵiŶĠe, les ŵaĐƌophages se ŵetteŶt à liďĠƌeƌ d͛iŵpoƌtaŶtes 

quantités de protéases, d͛iŶhiďiteuƌs de pƌotĠases et de facteurs de croissance qui vont 

initier la prolifération cellulaire et la synthèse protéique. Le tissu conjonctif sous-jacent se 

(Singer & Clark, 1999) 
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transforme et fait apparaitre des granulations roses en surface du derme qui correspondent 

auǆ Ŷoŵďƌeuǆ Đapillaiƌes Ƌui l͛eŶǀahisseŶt. Le tissu pƌeŶd aloƌs le Ŷoŵ de tissu de 

gƌaŶulatioŶ ;figuƌe ϭϰͿ. L͛angiogenèse s͛iŶteŶsifie sous l͛iŶflueŶĐe du VEGF et du FGF liďĠƌĠs 

par les cellules endothéliales lésées. Les fibroblastes prolifèrent, colonisent la plaie et se 

ŵetteŶt à sĠĐƌĠteƌ les ĐoŶstituaŶts de la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe et suƌtout d͛iŵpoƌtaŶtes 

quantités de collagène. Une fois le caillot complétement colonisé, certains fibroblastes vont 

se convertir en myofibroblastes, une différenciation qui va leur permettre de se contracter 

facilement. Grace à cette contractilité, le tissu de granulation favorise le rapprochement des 

berges de la plaie ce qui va initier le phénomène de réépithélialisation (figure 15).  

Figure 14. Tissu de granulation sur un ulcère digital au niveau de la pulpe à gauche, et sur un 

ĠĐhaŶtilloŶ de peau de ĐoĐhoŶ ĐoloƌĠ à l͛hĠŵatoǆǇliŶe et l͛ĠosiŶe  à dƌoite ;E : cellules de 

l͛ĠpideƌŵeͿ 

       

Au cours de la réépithélialisation, des cellules souches cutanées migrent et prolifèrent 

jusƋu͛à ƌeĐouǀƌiƌ ĐoŵplĠteŵeŶt la suƌfaĐe ŵise à Ŷue. Pouƌ aĐĐĠdeƌ faĐileŵeŶt au tissu à 

reconstruire, les cellules souches produisent des enzymes protéolytiques : activateur du 

plasminogène de type tissulaire (tPA) ou de type urokinase (uPA) ainsi que des métallo-

protéinases matricielles (MMP). Ces enzymes vont favoriser la dégradation de la matrice 

extracellulaire, étape essentielle au remodelage tissulaire. UŶe fois la plaie ƌeĐouǀeƌte d͛uŶe 

(Amanzi et al., 2010) (Singer & Clark, 1999) 
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monocouche de kératinocytes, les cellules cessent de migrer et la reconstitution de 

l͛ĠpithĠliuŵ se fait paƌ ŵitose. 

 Le remodelage 

Le remodelage dépend à la fois de la dégradation et de la production de matrice 

extracellulaire. La phase peut durer de quelques semaines à plusieurs mois avant de donner 

une cicatrice définitive 

Figure 15. La phase de prolifération lors de la cicatrisation cutanée 

 

 

 

 

 

 

 

(Singer & Clark, 1999) 
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LES MODELES ANIMAUX DE CICATRISATION 

La cicatrisatioŶ est uŶ ŵĠĐaŶisŵe Đoŵpleǆe Ƌui diffğƌe d͛uŶe espğĐe aŶiŵale à uŶe 

autƌe. Aǀoiƌ ƌeĐouƌs à uŶ ŵodğle aŶiŵal pouƌ Ġtudieƌ la ĐiĐatƌisatioŶ de l͛hoŵŵe pouƌƌait 

sembler inapproprié tant les différences sont grandes entre les animaux. Pourtant, avant de 

pouǀoiƌ testeƌ uŶe Ŷouǀelle thĠƌapie suƌ l͛hoŵŵe, il est iŶdispeŶsaďle Ƌu͛uŶ ŵaǆiŵuŵ de 

pƌeuǀes d͛effiĐaĐitĠ soit démontré au préalable sur un modèle animal adapté. Le choix du 

modèle est compliqué et dépend souvent de raisons pratiques et économiques plutôt que 

scientifiques.  

Nous présentons ici une liste non exhaustive de modèles de lésions régulièrement 

utilisés dans les études de cicatrisation cutanée. Certains de ces modèles sont dits «aigus» 

taŶdis Ƌue d͛autƌes sont des modèles «chroniques». La frontiğƌe eŶtƌe l͛uŶe et l͛autƌe de Đes 

catégories est difficile à dessiner car la notion de « chronicité » Ŷ͛est pas foƌĐĠŵeŶt 

entendue de la même manière par tout le monde. En effet, un ulcère peut être qualifié de 

ĐhƌoŶiƋue paƌĐe Ƌu͛il s͛iŶstalle au loŶg Đouƌs sur une pathologie chronique (e.g., ulcère 

veineux du patient diabétique) ou parce que la cicatrisation est si fortement altérée et 

ralentie que la plaie ne parvient jamais à cicatriser totalement. Parfois la plaie se 

«chronicise» par les deux mécanismes en même temps. Pourtant la distinction entre «aigu» 

et «chronique» est d͛iŵpoƌtaŶĐe puisƋue Đoŵŵe Ŷous le saǀoŶs aujouƌd͛hui, les 

mécanismes en jeu ne sont pas exactement les mêmes. La plaie «aigue» est prise en charge 

paƌ l͛oƌgaŶisŵe Đoŵŵe uŶe lĠsioŶ post-tƌauŵatiƋue d͛iŶduĐtioŶ ƌapide et fait iŶteƌǀeŶiƌ des 

ŵĠĐaŶisŵes d͛uƌgeŶĐe ;hĠŵostase, ƌĠaĐtioŶ iŶflaŵŵatoiƌeͿ et des ŵĠĐaŶisŵes plus taƌdif 

(remodelage). Au contraire, la plaie « chronique » est d͛iŶstallatioŶ leŶte et dĠpeŶd de 

facteurs anatomiques et physiopathologiques associés à la pathologie sous-jacente, parfois 

bien plus difficiles à prendre en compte dans un modèle. 
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 Le modèle aigu par incision 

Parmi les modèles de plaies aigues, le plus couramment utilisé est probablement le 

modèle par incision. Une lésion cutanée est siŵpleŵeŶt ƌĠalisĠe à l͛aide d͛uŶe laŵe 

tranchante, généralement un scalpel, qui sépare les différentes couches cellulaires plus ou 

ŵoiŶs pƌofoŶdĠŵeŶt. La loŶgueuƌ de l͛iŶĐisioŶ peut ġtƌe paƌfaiteŵeŶt dĠfiŶie eŶ ƌeǀaŶĐhe la 

taille de l͛ouǀeƌtuƌe peut ǀaƌieƌ seloŶ le ŵodğle aŶiŵal Đhoisi. EŶ effet, Đhez l͛hoŵŵe ou les 

chez le cochon, le tissu cutané étant fermement attaché aux structures sous-cutanées, 

l͛iŶĐisioŶ pƌoduiƌa uŶe lĠsioŶ étroite. Au contraire, chez le rongeur la peau est totalement 

libre des structures profondes, ce qui produira une lésion plus large. Les modèles par incision 

sont préférés pour étudier les propriétés mécaniques de cicatrisation et pour évaluer des 

pansements ou des ligatures par exemples. 

 Le modèle aigu par excision 

La pƌiŶĐipale alteƌŶatiǀe à l͛iŶĐisioŶ est le ŵodğle paƌ eǆĐisioŶ. Cette fois la lĠsioŶ est 

ƌĠalisĠe eŶ pƌĠleǀaŶt uŶ ŵoƌĐeau de tissu, gĠŶĠƌaleŵeŶt à l͛aide d͛uŶ puŶĐh à ďiopsie. La 

lésion est le plus souvent circulaire ou elliptique et le diamètre peut aussi être contrôlé. Ici 

eŶĐoƌe la suƌfaĐe d͛ouǀeƌtuƌe dĠpeŶdƌa du ŵodğle aŶiŵal Đhoisi et de la feƌŵetĠ de la peau. 

L͛eǆĐisioŶ peut ĐoŶĐeƌŶeƌ la totalitĠ des ĐouĐhes de la peau « full-thickness»  ou seulement 

certaines couches « split thickness ». Dans le premier cas, la cicatrisation se fera à la fois par 

les ďeƌges et paƌ le foŶd. Il s͛agit du ŵodğle le plus ĐouƌaŶt pouƌ suiǀƌe la ǀitesse de 

cicatrisation et pour les études histologiques. LoƌsƋu͛uŶe eǆĐisioŶ Đoŵplğte est ƌĠalisĠe suƌ 

un rongeur, un mécanisme de cicatrisation par contraction mécanique se met en place 

ƌapideŵeŶt. Il s͛agit pƌoďaďleŵeŶt d͛uŶ ŵĠĐaŶisŵe adaptatif ĠlaďoƌĠ paƌ les ƌoŶgeuƌs pouƌ 

ƌĠduiƌe les ƌisƋues d͛iŶfeĐtioŶs et aĐĐĠlĠƌeƌ la ĐiĐatƌisatioŶ Đhez Đes aŶiŵauǆ ƌĠguliğƌeŵeŶt 
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confrontés aux griffures et aux morsures profondes. Ce phénomène, considéré comme le 

ŵĠĐaŶisŵe pƌiŶĐipal de ĐiĐatƌisatioŶ, Ŷ͛eǆiste pas Đhez l͛hoŵŵe et ĐoŶstitue uŶ ďiais ŵajeuƌ 

pouƌ tƌaŶsposeƌ à l͛hoŵŵe les ƌĠsultats eǆpĠƌiŵeŶtauǆ oďteŶus Đhez la souƌis. Pour éviter 

ce problème, certaines équipes apposent une attelle souple et résistante autour de la lésion 

Ƌu͛ils fiǆeŶt par des points de sutures. Grâce à cette attelle, le phénomène de contraction 

est limité sans entraver la réponse inflammatoire ni le développement du tissu de 

granulation (Windsor, Eisenberg, Gordon-Thomson, & Moore, 2009). En revanche, ce 

modèle présente un niveau de risque infectieux plus important que le modèle par incision 

puisƋu͛il ĐƌĠe uŶe ďƌğĐhe plus pƌofoŶde.   

UŶe ǀeƌsioŶ alteƌŶatiǀe au ŵodğle d͛eǆĐisioŶ totale est le ŵodğle paƌ eǆĐisioŶ paƌtielle à 

l͛aide d͛uŶ deƌŵatoŵe. L͛oďjeĐtif de Đe ŵodğle est de pƌĠleǀeƌ uŶ ĠĐhaŶtilloŶ d͛uŶe 

épaisseur voulue, souvent de 100µm à 1500µm, tout en laissant une partie du derme 

iŶtaĐte. C͛est le ŵodğle tǇpe de l͛ĠĐoƌĐhuƌe du geŶou. DiffiĐile à ƌĠaliseƌ suƌ la souƌis, Đaƌ la 

peau de l͛aŶiŵal est tƌop fiŶe, le ŵodğle est suƌtout pƌatiƋuĠ Đhez le ĐoĐhoŶ où il permet de 

faire des expériences de greffe de peau par exemple.   

La chambre de cicatrisation est aussi un modèle par excision mais celui-ci est agrémenté 

d͛uŶ dispositif paƌtiĐulieƌ peƌŵettaŶt le suiǀi ŵiĐƌosĐopiƋue de la ƌĠoƌgaŶisatioŶ tissulaiƌe. 

Ce modèle, historiquement mis au point sur oreille de lapin, a été rapidement été adaptée à 

la souƌis pouƌ Ġtudieƌ l͛aŶgiogeŶğse et la ǀasĐulaƌisatioŶ des plaies. 

 La brûlure aigue 

Les modèles par brûlures sont très différents des modèles par excision ou incision. Ici, 

une lésion de la peau est provoquée par un agent chimique ou par la température (froide ou 

ĐhaudeͿ, ou eŶĐoƌe paƌ uŶ ƌaǇoŶŶeŵeŶt. Le Đhoiǆ de l͛ageŶt agƌessif est esseŶtiel Đaƌ il 
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ĐoŶditioŶŶe la ƌĠpoŶse et les lĠsioŶs peuǀeŶt ġtƌe tƌğs ǀaƌiĠes d͛uŶ ŵodğle à l͛autƌe. La 

présence de nécrose est une caractéristique souvent importante dans ce type de modèle.  

 Les modèles chroniques 

La gĠŶĠƌatioŶ d͛uŶe plaie ĐhƌoŶiƋue suƌ uŶ ŵodğle aŶiŵal est uŶe pƌatiƋue diffiĐile Ƌui 

requiert généralement la mise au point de techniques lourdes et complexes. Les modèles 

par ischémies tissulaires sont les plus répandues dans ce domaine. On distingue les modèles 

par ischémie chirurgicale, les modèles par pression et les modèles par radiation. Le modèle 

le plus courant est pƌatiƋuĠ suƌ oƌeille de lapiŶ. Il ĐoŶsiste eŶ la ƌĠalisatioŶ d͛uŶe plaie paƌ 

eǆĐisioŶ totale daŶs le Đƌeuǆ de l͛oƌeille suiǀie d͛uŶe ligatuƌe d͛uŶe ou plusieuƌs aƌtğƌes 

afférentes pour réduire la perfusion du tissu environnant la plaie. Le modèle est dit 

«chronique» eŶ ƌaisoŶ du ƌetaƌd iŵpoƌtaŶt de ĐiĐatƌisatioŶ assoĐiĠ à l͛isĐhĠŵie pƌoǀoƋuĠe.  

Une alternative de plus en plus étudiée est le modèle de plaie par compression tissulaire, 

Ƌui s͛iŶspiƌe des situatioŶs ƌĠelles de suƌǀeŶue des ulĐğƌes de pƌessioŶ comme les escarres. 

Plusieurs variantes du modèle ont été proposées dont une nous semble particulièrement 

iŶtĠƌessaŶte. EŶ iŶsĠƌaŶt uŶe plaƋue ŵĠtalliƋue sous la peau de l͛aŶiŵal puis eŶ appliƋuaŶt 

uŶe pƌessioŶ hoŵogğŶe à l͛aide d͛uŶ aiŵaŶt puissaŶt, Peiƌce et al ont réussi à produire un 

ŵodğle d͛ulĐğƌe saŶs faiƌe d͛eǆĐisioŶ (Peirce, Skalak, & Rodeheaver, 2000). En réalité le 

modèle de Peirce est uŶ ŵodğle d͛isĐhĠŵie-reperfusion puisque la compression doit être 

appliquée séquentiellement avec des périodes de reperfusion intermédiaires. La survenue et 

surtout l͛iŶteŶsitĠ de l͛ulĐğƌe est ĐoƌƌĠlĠe à la fois à la durée respective des séquences dans 

un cycle ischémie-reperfusion et du nombre de cycles. Dans un article publié en 2013, 

l͛équipe du Dr. Sigaudo-Roussel a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe ĐoŵpƌessioŶ de 4 heures avec un aimant 

de 11kPa était susceptible de produire au bout de 24 heures une ischémie sur plus de 60% 
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de la surface comprimée et uŶe suƌfaĐe de lĠsioŶ d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬ% de Đette ŵġŵe suƌfaĐe 

(figure 16) (Nguyen-Tu et al., 2013). 

Figure 16. Photogƌaphies de l͛ulĐĠƌatioŶ et ŵesuƌes de la peƌfusioŶ saŶguiŶe paƌ Laseƌ 

Doppler Imager au niveau de la zone comprimée, juste après le protocole et 24 heures 

après. (adapté de (Nguyen-Tu et al., 2013)) 
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IV. DĠveloppeŵeŶt de l’ioŶtophoƌğse thĠƌapeutiƋue daŶs les atteiŶtes 

microcirculatoire de la sclérodermie systémique : 6 ans de recherche à 

l’uŶiveƌsitĠ GƌeŶoďle Alpes 

1. De  l’iontophorèse 

(Kalia, Naik, Garrison, & Guy, 2004; Matthieu Roustit, Blaise, & Cracowski, 2014) 

L͛ioŶtophoƌğse, Đoŵŵe ŵĠthode d͛adŵiŶistƌatioŶ topiƋue, a d͛aďoƌd ĠtĠ dĠǀeloppĠe 

pouƌ ƌĠaliseƌ des tests de ƌĠaĐtiǀitĠ ǀasĐulaiƌe daŶs les Ġtudes d͛eǆploƌatioŶ phǇsiologiƋue 

des fonctions microcirculatoires. Paƌ l͛appliĐatioŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt de faiďle iŶteŶsitĠ eŶtƌe deuǆ 

électrodes disposées à la surface de la peau, il est possible de transporter de manière active 

des molécules dans le derme sans induire de lésion (figure 17).  Le test physiologique le plus 

ĐlassiƋue utilisaŶt l͛ioŶtophoƌğse est l͛ĠǀaluatioŶ de la foŶĐtioŶ endothéliale au niveau des 

microvaisseaux cutanés paƌ adŵiŶistƌatioŶ ƌespeĐtiǀe d͛aĐĠtǇlĐholiŶe (Ach), qui produit une 

vasodilatation endothélium-dépendante et de nitroprussiate de sodium (SNP), qui produit 

une vasodilatation endothélium-indépendante.  

Deuǆ ŵĠĐaŶisŵes diffĠƌeŶts soŶt à l͛œuǀƌe daŶs le pƌoĐĠdĠ ioŶtophoƌĠtiƋue : 

l͛ĠleĐtƌoƌĠpulsioŶ d͛uŶe paƌt et l͛ĠleĐtƌoosŵose d͛autƌe paƌt. L͛ĠleĐtƌoƌĠpulsioŶ est uŶ 

phénomène électrophysique basé sur la répulsion des charges de même polarité. Toute 

ŵolĠĐule ĐhaƌgĠe positiǀeŵeŶt et positioŶŶĠe au ĐoŶtaĐt d͛uŶe aŶode est 

systématiquement repoussée par cette dernière. Il en va de même pour toute molécule 

chargée négativement et positionnĠe au ĐoŶtaĐt d͛uŶe Đathode. LoƌsƋu͛uŶe solutioŶ de 

molécule chargée est positionnée entre la peau et une électrode de même charge, 

l͛ĠleĐtƌoƌĠpulsioŶ ǀa pƌoǀoƋueƌ uŶe ŵigƌatioŶ de Đes ŵolĠĐules ǀeƌs le deƌŵe. La foƌĐe 
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d͛ĠleĐtƌoƌĠpulsioŶ seƌa aloƌs suffisamment forte pour que la molécule traverse la couche de 

Stratum corneum puis Đelle de l͛Ġpideƌŵe et pĠŶğtƌe daŶs le deƌŵe. Ce ŵĠĐaŶisŵe 

s͛appliƋue à toutes les ŵolĠĐules ou atoŵes ioŶisĠs pƌĠseŶtes daŶs la solutioŶ.  

Figure 17. Représentation schématique du transport de médicaments par voie 

iontophorétique à pH physiologique 

 

Les ŵolĠĐules ĐhaƌgĠes positiveŵeŶt ;D+Ϳ se dĠplaĐeŶt depuis l’aŶode veƌs le deƌŵe 

(flèche rouge) tandis que les drogues chargées négativement se déplacent depuis la cathode 

vers le derme (flèche bleue). Le flux electro-osmotique est représenté par la flèche violette.   

L͛ĠleĐtƌoosŵose est uŶ ŵĠĐaŶisŵe ŵoiŶs iŶtuitif. De ŵaŶiğƌe siŵplifiĠe, il peut ġtƌe 

dĠfiŶi Đoŵŵe la ĐƌĠatioŶ d͛uŶ fluǆ de solǀaŶt daŶs le seŶs de l͛aŶode ǀeƌs la Đathode sous 

l͛effet d͛uŶ fluǆ de ĐouƌaŶt. L͛appliĐatioŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt eŶtƌe les deuǆ ĠleĐtƌodes de 

ioŶtophoƌğse ĐoŶduit à uŶ dĠsĠƋuiliďƌe ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue de paƌt et d͛autƌe de la peau au 

niveau des ĠleĐtƌodes. L͛ĠleĐtƌoŶeutƌalitĠ dans chaque électrode est rétablie grâce à une 

augmentation de la perméabilité cutanée aux ions endogènes de charges opposées (contre-

ion) qui traversent la peau daŶs le seŶs du deƌŵe ǀeƌs l͛ĠleĐtƌode. OŶ oďseƌǀe aiŶsi uŶ 

(Matthieu Roustit et al., 2014) 
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passage accrue des cations Na
+
 au niveau de la cathode et des anions Cl

-
 au niveau de 

l͛aŶode. Toutefois eŶ ƌaisoŶ de la polaƌitĠ ŶĠgatiǀe de la peau à pH Ŷeutƌe, les aŶioŶs Cl- 
sont 

partiellement bloqués dans leur remonté vers la anode par une barrière de charges 

négatives. Le flux des anions veƌs l͛aŶode est doŶĐ ŵoiŶs iŵpoƌtaŶt Ƌue Đelui des ĐatioŶs Na+
 

ǀeƌs la Đathode. Cette diffĠƌeŶĐe d͛iŶteŶsitĠ eŶtƌe les deuǆ fluǆ pƌoduit uŶ gƌadieŶt eŶ faǀeuƌ 

du flux cationique Na
+
 Đapaďle d͛eŶtƌaîŶeƌ avec lui les ŵolĠĐules d͛eau de l͛aŶode ǀeƌs la 

cathode. Ce flux de volume est appelé flux électrosmotique, il est suffisamment puissant 

pour attirer des molécules chargées positivement mais aussi des molécules neutres 

pƌĠseŶtes au Ŷiǀeau de l͛aŶode à tƌaǀeƌs le deƌŵe.  

Les forces en jeu dans la migration des médicaments par voie iontophorétique 

dĠpeŶdeŶt du pH ĐutaŶĠ et de la polaƌitĠ de l͛ĠleĐtƌode. A pH phǇsiologiƋue, toutes les 

dƌogues ĐhaƌgĠes positiǀeŵeŶt au Ŷiǀeau de l͛aŶode ŵigƌeŶt ǀeƌs le deƌŵe sous l͛effet de 

l͛ĠleĐtƌoƌĠpulsioŶ et du fluǆ ĠleĐtƌoosŵotique, de même que les drogues neutres migrent 

aussi ŵais uŶiƋueŵeŶt sous l͛effet du fluǆ ĠleĐtƌoosŵotiƋue. EŶ ƌeǀaŶĐhe au Ŷiǀeau de la 

Đathode, il Ŷ͛eǆiste pas de fluǆ ĠleĐtƌoosŵotiƋue à pH phǇsiologiƋue et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt 

seules les drogues chargées négativement migrent vers le derme. Connaissant le potentiel 

d͛ioŶisatioŶ de la peau, situĠ eŶtƌe ϰ et ϰ,ϱ, il est faĐile de ĐoŶŶaitƌe le seŶs du fluǆ 

électroosmotique en fonction du pH appliqué à la peau. En effet, le pH cutané est 

susceptible de varier en fonction du pH de la solution avec laquelle il entre en contact. En cas 

de solution acide, de pH inférieur à 4, la charge de la peau s͛iŶǀeƌse, d͛où uŶe iŶǀeƌsioŶ du 

flux électroosmotique. Dans cette situation, ce ne sont plus les drogues chargées 

positivement qui profitent du flux électroosmotique mais celles chargées négativement. De 

même, seules les drogues neutres présentes au niveau de la cathode pourront migrer vers le 

derme.   
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FACTEURS INFLUENÇANT LE TRANSPORT IONTOPHORETIQUE 

Plusieurs facteurs concoureŶt au passage ioŶtophoƌĠtiƋue d͛uŶe ŵolĠĐule daŶs le 

derme. Ces facteurs peuvent être classés en trois catégories distinctes: 1) ceux qui 

dépendent des propriétés physico-chimiques de la molécule concernée ; 2) ceux qui 

dépendent des paramètres électriques du dispositif ; et 3) ceux qui dépendent des 

propriétés biologiques et électriques de la peau.  

 Des propriétés moléculaires  

La charge de la molécule est la première des propriétés qui influence le passage 

iontophorétique. Comme expliquée plus haut, le phĠŶoŵğŶe d͛ĠleĐtƌoƌĠpulsioŶ dĠpeŶd de 

la polaƌitĠ de la ŵolĠĐule et ĐoŶditioŶŶe le Đhoiǆ du seŶs de l͛ioŶtophoƌğse. OŶ paƌle de seŶs 

cathodale lorsque la drogue, généralement chargée négativement, est déposée au niveau de 

la cathode ; et de sens anodale lorsque la drogue, généralement  chargée positivement, est 

dĠposĠe au Ŷiǀeau de l͛aŶode. L͛ioŶisatioŶ d͛uŶe ŵolĠĐule dĠpeŶd du pKa de ĐhaĐuŶe de ses 

fonctions acides et basiques et dépend donc du pH auquel elle est exposée. Des logiciels 

permettent de simuler la Đhaƌge gloďale d͛uŶe ŵolĠĐule eŶ foŶĐtioŶ du pH. Il est alors 

possiďle d͛estiŵeƌ le poiŶt isoĠleĐtƌiƋue d͛uŶe ŵolĠĐule, Đ͛est-à-dire le point où l͛eŶseŵďle 

des Đhaƌges iŶteƌŶes s͛aŶŶuleŶt, pouƌ dĠfiŶiƌ le seŶs de l͛ioŶtophoƌğse eŶ foŶĐtioŶ du pH de 

la solutioŶ. “i l͛oŶ pƌeŶd l͛eǆeŵple du tƌepƌostiŶil, uŶ aŶalogue de la pƌostaĐǇĐliŶe, il est 

possible de tracer le profil électrique de la molécule en fonction du pH de la solution dans 

laƋuelle il est soluďilisĠ ;figuƌe ϭϴͿ. Pouƌ Ƌu͛uŶe ŵolĠĐule ait uŶ ďoŶ profil de transport 

iontophorétique, il faut choisir un pH pour lequel la solution présente un haut pourcentage 

de molécules sous formes ionisées. LoƌsƋu͛uŶe ŵolĠĐule ioŶisĠe est souŵise à uŶ ĐouƌaŶt 

électrique, celle-ci devient un transporteur de charge, Đ͛est-à-diƌe Ƌu͛elle ǀa poƌteƌ uŶe 
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partie du courant circulant. Plus le pourcentage de ionisation de la solution est élevé plus la 

part de molécules qui transportent  la charge sera importante. La fraction de la charge totale 

tƌaŶspoƌtĠe paƌ la ŵolĠĐule d͛intérêt est appelée «nombre de transport». Ce nombre de 

transport dépend à la fois de la fraction ionisée de la molécule mais aussi de la présence 

dans la solution d͛autƌes ioŶs de Đhaƌges ĠƋuiǀaleŶtes. En effet, les solutions tampons 

utilisées pour solubiliser et stabiliser la molécule apportent généralement des ions, 

notamment du Na
+
 et du Cl

-
, qui sont eux aussi susceptibles de transporter la charge. Les 

ions de même charge que la molécule, appelé co-ions, vont ainsi entrer en compétition avec 

celle-ci et auront leur propre nombre de transport. Comme ils sont souvent de plus petite 

taille et de meilleure mobilité que la molécule, leur présence faire diminuer 

significativement le nombre de transport de la molécule. Ce mécanisme, appelé compétition 

ionique, est diffiĐile à liŵiteƌ Đaƌ l͛ĠǀiĐtioŶ des Đo-ions est souvent impossible.  En revanche, 

pour les molécules neutres, qui ont un nombre de transport nul, la présence de co-ions 

peƌŵet d͛augŵeŶteƌ le fluǆ ĠleĐtƌoosŵotiƋue et peut faǀoƌiseƌ leuƌ tƌaŶspoƌt. LoƌsƋu͛il Ŷ͛Ǉ 

pas ou peu de fraction ionisée, la molécule est considérée comme neutre. Sa migration 

iontophorétique ne peut se faire que dans le sens du flux électroosmotique, soit le sens 

cathodal à pH cutané ou à pH physiologique.   

Il convient de préciser que dans les cas où le pH de la solution est trop acide, la 

pĠŶĠtƌatioŶ des ioŶs hǇdƌogğŶes est susĐeptiďle d͛iŶduiƌe uŶe suƌ-activation des fibres 

nociceptives de type C produisant ainsi un « reflex axonal » ƌespoŶsaďle d͛uŶe ǀasodilatatioŶ 

brève et très intense. Ce phénomène peut être gênant pour les études avec des 

vasodilatateurs.  
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Figure 18. Pƌofile d͛ioŶisatioŶ de la ŵolĠĐule de tƌepƌostiŶil eŶ foŶĐtioŶ du pH ;hautͿ, Ġtaďli à 

partir des pKa des fonctions acides de la molécule (bas) 

 

Le tƌepƌostiŶil pƌĠseŶte uŶ poiŶt isoĠleĐtƌiƋue ŵesuƌĠ à ϭ.Ϯ5, Đ’est-à-dire que pour un pH de 

1.25, 100% du treprostinil est sous forme neutre. Au-delà de ce point, le pourcentage 

d’ioŶisatioŶ augŵeŶte pƌogƌessiveŵeŶt. Pouƌ uŶ pH Đoŵpƌis eŶtƌe 5 et 13.5, 100% du 

treprostinil possède une charge négative. Pour un pH supérieur à 13.5, certaines molécules 

commence à présenter deux charges négatives, ce qui explique que la courbe continue à 

descendre. Face à ce profil, il convient de choisir un pH supérieur à 5.  

Outre le pourcentage de ionisation, il est admis que pour être facilement transportée  

par voie iontophorétique une molécule doit être : en concentration importantes, de faible 

poids moléculaire, et Ŷ͛ġtƌe Ŷi tƌop hǇdƌophile Ŷi tƌop lipophile. Dans la réalité il est très 

difficile, voire même impossible, de pƌĠǀoiƌ Ƌu͛elle sera le pƌofil ioŶtophoƌĠtiƋue d͛uŶe 
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ŵolĠĐule aǀaŶt de l͛aǀoiƌ testĠe. CoŶĐeƌŶaŶt la ĐoŶĐentration, il a certes été démontré que 

dans certaines conditions une augmentation de concentration augmentait le transport, mais 

plusieurs cas limites ont été observés. En effet, une forte concentration de molécules peut 

entraîner une saturation de la couche de Stratum corneum et limiter ainsi la pénétration des 

molécules dans le derme. Il existe aussi des phĠŶoŵğŶes de satuƌatioŶ de l͛effet 

pharmacologique appelé « effet plateau », Ƌui Ŷ͛est autƌe Ƌue la ĐoŶsĠƋueŶĐe d͛uŶe 

saturation des récepteurs cibles. Concernant le poids moléculaire et le coefficient de partage 

eau/huile, ce sont deux paramètres qui influencent la perméabilité de la molécule à travers 

la peau et donc son transport iontophorétique. Mais leur effet relatif est souvent trop 

Đoŵpleǆe pouƌ peƌŵettƌe uŶe pƌĠdiĐtioŶ du poteŶtiel ioŶtophoƌĠtiƋue d͛uŶe ŵolĠĐule à 

partir de ces paramètres.   

 Des propriétés électriques 

La polaƌitĠ de l͛ĠleĐtƌode aĐtiǀe, Đelle Ƌui ƌeçoit la ŵolĠĐule d͛iŶtĠƌġt, et la ƋuaŶtitĠ de 

courant sont les deux paramètres électriques les plus importants dans le transport 

iontophorétique. La polarité doit être la même que celle de la molécule, comme expliqué 

plus haut. Le Đhoiǆ est siŵple puisƋu͛il Ŷ͛eǆiste Ƌue deuǆ ŵodalitĠs, aŶodale ou Đathodale, et 

Ƌu͛il dépend uniquement de la molécule. Concernant la quantité de courant, celle-ci est 

fonction à la fois de l͛iŶteŶsitĠ et de la duƌĠe d͛appliĐatioŶ du ĐouƌaŶt : Q = I x t, exprimée en 

Coulomb (ou en A.s). Comme il existe une linéarité entre le flux iontophorétique et la 

ƋuaŶtitĠ de ĐouƌaŶt, il est possiďle de faiƌe ǀaƌieƌ soit l͛iŶteŶsitĠ, soit la duƌĠe ;ou les deuǆ 

en même temps) pour augmenter la dose transportée daŶs le deƌŵe. EŶ thĠoƌie, il Ŷ͛eǆiste 

pas de limite de durée d͛appliĐatioŶ. EŶ ƌeǀaŶĐhe il eǆiste uŶ seuil d͛iŶteŶsitĠ, ou plus 

pƌĠĐisĠŵeŶt uŶ seuil de deŶsitĠ d͛iŶteŶsitĠ, Đ͛est-à-diƌe d͛iŶteŶsitĠ paƌ uŶitĠ de surface de 
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peau. Ce seuil, fixé à 500µA/cm², est considéré comme la limite tolérable. Au-delà il y a un 

ƌisƋue iŵpoƌtaŶt d͛iƌƌitatioŶ ǀoiƌe de ďƌûluƌe ĐutaŶĠe. De plus, autour de 400 à 500 µA/cm², 

il existe une réaction vasculaire non spécifique de type « axone réflexe » (voir plus haut). Il 

convient de choisir l͛iŶteŶsitĠ selon la suƌfaĐe de l͛ĠleĐtƌode. UŶe fois la polaƌitĠ et la 

quantité de charge définies, il reste à choisir entre une séquence de courant continue ou 

pulsée. Depuis plusieurs années, un débat demeure sur le mode de courant optimal pour 

l͛ioŶtophoƌğse. Est-il plus efficace de délivrer la quantité de charge totale en une seule 

séquence ou faut-il préférer un rythme pulsé, Đ͛est-à-dire une alternance de périodes avec 

et sans courant ? Cette ƋuestioŶ a fait l͛oďjet d͛uŶe Ġtude publiée que nous présentons dans 

la seconde partie de ce document. 

 Des propriétés cutanées 

Bien que la peau soit une barrière physique au passage de substances exogènes dans 

l͛oƌgaŶisŵe, l͛ioŶtophoƌğse peƌŵet uŶe diffusion active de molécules directement dans le 

derme. Le principal facteur limitant à ce passage est le franchissement du Stratum corneum, 

uŶe ĐouĐhe eǆteƌŶe de Đellules d͛à peiŶe ƋuelƋues dizaiŶes de ŵiĐƌoŵğtƌes doŶt 

l͛ageŶĐeŵeŶt et la ĐoŵpositioŶ eŵpġĐhent la pénétration des molécules extérieures mais 

également la sortie de substances endogènes, notamment d͛eau Đoƌpoƌelle. Le tƌaŶspoƌt de 

ŵolĠĐules paƌ ǀoie ioŶtophoƌĠtiƋue dĠpeŶd ĠtƌoiteŵeŶt de l͛Ġpaisseuƌ du Stratum corneum, 

mais aussi de son intégrité et de son degrès d͛hǇdƌatatioŶ.  

Les propriétés électriques de la peau, comme la polarité de surface ou encore 

l͛iŵpĠdaŶĐe ĠleĐtƌiƋue ĐutaŶĠe conditionnent aussi le transport iontophorétique. A pH 

physiologique, la peau est chargée négativement ce qui limite le passage des molécules 

ĐhaƌgĠs ŶĠgatiǀeŵeŶt Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt. De ŵġŵe la ƌĠsistaŶĐe 
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ĠleĐtƌiƋue ĐutaŶĠe, eǆpƌessioŶ siŵplifiĠe de l͛iŵpĠdaŶĐe,  s͛oppose au tƌaŶspoƌt des Đhaƌges 

et donc des molécules chargées à travers le derme. La résistance électrique cutanée 

correspond à la résistance du circuit électrique et comprend à la fois la résistance de la 

solutioŶ ǀeĐtƌiĐe et Đelle de la peau. Pouƌ ŵesuƌeƌ l͛effet de Đette ƌĠsistaŶĐe, il suffit de 

normaliser la distance inter-électrode et de ĐalĐuleƌ la ƌĠsistaŶĐe à paƌtiƌ de la loi d͛Ohŵ Ƌui 

eǆpƌiŵe la ƌĠsistaŶĐe eŶ foŶĐtioŶ de la teŶsioŶ appliƋuĠe et de l͛iŶteŶsitĠ gĠŶĠƌĠe.  

‘ĠĐeŵŵeŶt, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe ƌĠsistaŶĐe ĠleǀĠe s͛oppose à l͛effet ǀasodilatateuƌ de 

l͛AĐh adŵiŶistƌĠe paƌ ǀoie iontophorétique (Tecilazich et al., 2013).   

2. Avantages et limites de l’iontophorèse thérapeutique dans la 

cicatrisation cutanée 

D͛uŶ poiŶt de ǀue gĠŶĠƌale, le pƌiŶĐipale aǀaŶtage de l͛ioŶtophoƌğse thĠƌapeutiƋue est 

Ƌu͛elle peut ġtƌe eŵploǇĠe à la fois pouƌ l͛adŵiŶistƌatioŶ de ŵolĠĐules aĐtiǀes daŶs la 

circulation générale mais également comme thérapie locale. Quelques spécialités ont été 

commercialisées comme le Ionsys® (fentanyl) indiqué dans le traitement de la douleur post-

opératoire mais actuellement retiré du marché, le Zecuity® (sumatriptan) indiqué dans le 

traitement des migraines, ou encore le Lidosite® (lidocaïne) indiqué dans le traitement local 

de douleurs procédurales. Le recours à la voie iontophorétique pour une administration 

systémique permet de contrôler le moment et le temps de délivrance du médicament, 

d͛aŵĠlioƌeƌ la ďiodispoŶiďilitĠ paƌ ƌappoƌt auǆ foƌŵes oƌales et de s͛affƌaŶĐhiƌ de la pose 

d͛uŶe ǀoie ǀeiŶeuse aiŶsi Ƌue des ĐoŵpliĐatioŶs assoĐiĠes ;saigŶeŵeŶts, iŶfiltƌations, 

infectionsͿ. LoƌsƋu͛elle est eŵploǇĠe pouƌ uŶ usage loĐal, l͛ioŶtophoƌğse peƌŵet eŶ plus de 

liŵiteƌ la suƌǀeŶue d͛effets iŶdĠsiƌaďles eŶ diŵiŶuaŶt la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ plasŵatiƋue des 

ŵĠdiĐaŵeŶts. Tous Đes aǀaŶtages ĐoŶfğƌeŶt à l͛ioŶtophoƌğse uŶ fort potentiel comme 

solution alternative aux voies tƌaditioŶŶelles d͛adŵiŶistƌatioŶ.  
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UŶe ƌeĐheƌĐhe ďiďliogƌaphiƋue suƌ la ďase MedliŶe aǀeĐ l͛ĠƋuatioŶ 

("iontophoresis"[MeSH Terms]) AND "drug delivery systems"[MeSH Terms]) sur les dix 

dernière années renvoie 184 articles. Le champ couvert par ces études est très varié. Nous 

ƌetƌouǀoŶs aussi ďieŶ des Ġtudes suƌ le ĐaŶĐeƌ, les iŶfeĐtioŶs, la ŵigƌaiŶe, l͛aƌthƌose, la 

ĐiĐatƌisatioŶ, la douleuƌ, les stƌatĠgies d͛aŶesthĠsie ou eŶĐoƌe suƌ des pathologies 

ophtalmiƋues. UŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛eǆpĠƌieŶĐes soŶt ĠgaleŵeŶt ŵeŶĠes pouƌ Ġǀalueƌ et 

améliorer le passage de molécules de haut poids moléculaire et notamment de protéines 

Đoŵŵe l͛iŶsuliŶe.  

Dans la cicatrisation cutanée, le recours à la méthode iontophorétique pour administrer 

uŶ tƌaiteŵeŶt phaƌŵaĐologiƋue pƌĠseŶte uŶ douďle aǀaŶtage ĠǀideŶt. D͛uŶe paƌt 

l͛ioŶtophoƌğse peƌŵet d͛augŵeŶteƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ loĐale au Ŷiǀeau ŵiĐƌoǀasĐulaiƌe tout 

en limitant le passage systémique transdermique, comme expliqué ci-dessus. Et d͛autƌe paƌt, 

il s͛agit d͛uŶe ŵĠthode Ƌui fait iŶteƌǀeŶiƌ du ĐouƌaŶt, oƌ Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs ǀu plus haut, le 

ĐouƌaŶt faǀoƌise la ĐiĐatƌisatioŶ d͛ulĐğƌe eŶ paƌtiĐulieƌ au Đouƌs de la phase pƌĠĐoĐe 

;iŶflaŵŵatioŶ et pƌolifĠƌatioŶͿ. L͛oďteŶtioŶ d͛uŶ effet sǇŶergique entre les propriétés 

pharmacologiques de la molécule administrée et le pouvoir cicatrisant du courant pourrait 

ġtƌe uŶ atout ĐoŶsidĠƌaďle daŶs la ŵise au poiŶt d͛uŶ tƌaiteŵeŶt effiĐaĐe ĐoŶtƌe les ulĐğƌes 

du patient sclérodermique. 

Malgré son fort poteŶtiel, l͛ioŶtophoƌğse pƌĠseŶte ƋuelƋues liŵites. D͛une part, elle peut 

engendrer des effets indésirables comme des réactions cutanées (érythème, 

dĠpigŵeŶtatioŶͿ, des pƌuƌits, des paƌesthĠsies, des œdğŵes ou eŶĐoƌe des phĠŶoŵğŶes de 

sensibilisation aux coŵposaŶts des ĠleĐtƌodes. D͛autƌe paƌt, la ŵĠthode paƌ ioŶtophoƌğse Ŷe 

permet pas un contrôle des paramètres pharmacocinétiques de la molécule ni de sa 

pƌofoŶdeuƌ de pĠŶĠtƌatioŶ daŶs le deƌŵe Đhez l͛hoŵŵe. BieŶ Ƌu͛il soit possiďle de suiǀƌe la 
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concentration deƌŵiƋue d͛uŶe ŵolĠĐule adŵiŶistƌĠe paƌ ǀoie ioŶtophoƌĠtiƋue gƌâĐe à la 

technique de microdialyse, cette technique étant particulièrement contraignante et 

coûteuse, elle est rarement utilisée. Dans la majorité des études, les seules données de 

cinétiques sont obtenues in vitro sur un échantillon de peau isolée montée dans une cellule 

de FƌaŶz. EŶ outƌe, l͛uŶe Đoŵŵe l͛autƌe Đes ŵĠthodes Ŷe soŶt utiles Ƌue pouƌ ĐoŶŶaitƌe le 

pƌofil d͛aďsoƌptioŶ et de diffusioŶ à tƌaǀeƌs la peau d͛uŶe ŵolĠĐule ŵais eŶ auĐuŶ cas elles 

ne donnent accès au profil de distribution et d͛élimination de cette molécule dans les 

différentes couches cutanées. En particulier, il est difficile de savoir si la molécule 

adŵiŶistƌĠe s͛aĐĐuŵule daŶs uŶe ĐouĐhe pƌĠĐise du deƌŵe. 

3. L’iontophorèse thérapeutique dans la Sclérodermie Systémique : 

synthèse des études cliniques et précliniques menées par l’équipe 

depuis  2009.  

Depuis ϮϬϬϴ et l͛eǆteŶsioŶ d͛iŶdiĐatioŶ du TƌaĐleeƌ ;ďoseŶtaŶͿ à la pƌise eŶ Đhaƌge 

prophylactique des ulcères digitaux du patient sclérodermique, aucun nouveau traitement 

Ŷ͛a oďteŶu d͛autoƌisatioŶ de ŵise suƌ le ŵaƌĐhĠ Ŷi eŶ FƌaŶĐe, Ŷi eŶ Euƌope et Ŷi auǆ Etats-

Unis.  

Depuis ϮϬϬϲ, l͛ĠƋuipe du ĐeŶtƌe d͛iŶǀestigatioŶ ĐliŶiƋue du CHU de GƌeŶoďle s͛est 

spĠĐialisĠe daŶs l͛eǆploƌatioŶ ŵiĐƌoǀasĐulaiƌe des tƌouďles tƌophiƋues et ŶotaŵŵeŶt Đeuǆ 

du patieŶt sĐlĠƌodeƌŵiƋue. EŶ l͛espaĐe de ϳ aŶs, l͛ĠƋuipe du Pƌ. Cracowski  a publié 9 articles 

ĐliŶiƋues et pƌĠĐliŶiƋues suƌ la ŵise au poiŶt d͛uŶe Ŷouǀelle stratégie de prise en charge des 

ulcères digitaux dans la sclérodermie (figure 19).  

En 2009, le Dr. ‘oustit ƌĠalisait la pƌeŵiğƌe Ġtude d͛ĠǀaluatioŶ de la peƌfusioŶ apƌğs 

adŵiŶistƌatioŶ d͛uŶ ǀasodilatateuƌ puissaŶt paƌ ioŶtophoƌğse, le Ŷitƌopƌussiate de sodium, 

Đhez des patieŶts atteiŶts de sĐlĠƌodeƌŵie. “es ƌĠsultats dĠŵoŶtƌğƌeŶt Ƌu͛il Ġtait possiďle de 
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faiƌe ǀaƌieƌ le fluǆ ŵiĐƌoĐiƌĐulatoiƌe au Ŷiǀeau de l͛aǀaŶt-bras des patients et que ces 

variations pouvaient être mesurées par imagerie Laser Doppler. En 2010, le Dr. Blaise a 

ŵoŶtƌĠ daŶs uŶe Ġtude ĐliŶiƋue suƌ ǀoloŶtaiƌes saiŶs Ƌue la pƌise oƌale d͛uŶ iŶhiďiteuƌ de la 

phosphodiestĠƌase ϱ, le sildĠŶafil, peƌŵettait de poteŶtialiseƌ l͛effet du Ŷitƌopƌussiate de 

sodium administré par iontophorèse. Cette étude a ĠtĠ la pƌeŵiğƌe de l͛ĠƋuipe à ŵettƌe 

l͛aĐĐeŶt suƌ la ǀoloŶtĠ de tƌouǀeƌ des tƌaiteŵeŶts effiĐaĐes daŶs la pƌise eŶ Đhaƌge des 

troubles trophiques. En 2011, un modèle préclinique sur rat sain a été mis au point afin 

d͛eǆploƌeƌ la faisaďilitĠ de l͛ioŶtophoƌğse thĠƌapeutiƋue et de disposeƌ d͛uŶ outil de 

screening systématique de molécules candidates. Les résultats ont notamment permis 

d͛ideŶtifieƌ le tƌepƌostiŶil Đoŵŵe ĠtaŶt uŶ ďoŶ ĐaŶdidat pouƌ l͛ioŶtophoƌğse thĠƌapeutiƋue 

cathodale. En effet, en administrant du treprostinil par iontophorèse, le Dr. Blaise a montré 

Ƌu͛il Ġtait possiďle d͛augŵeŶteƌ de plus de ϱϬ% le fluǆ saŶguiŶ ĐutaŶĠ suƌ le tƌaiŶ aƌƌiğƌe de 

l͛aŶiŵal eǆposĠ. UŶe fois le ŵodğle ǀalidĠ, plusieuƌs Ġtudes oŶt ĠtĠ ĐoŶduites pouƌ ideŶtifieƌ 

de Ŷouǀeauǆ ĐaŶdidats. C͛est aiŶsi Ƌu͛eŶ ϮϬϭϮ, le Dƌ. ‘oustit a testĠ l͛ioŶtophoƌğse de deuǆ 

aŶtagoŶistes du ƌĠĐepteuƌ à l͛eŶdothĠliŶe-1, sur le modèle animal puis chez des volontaires 

saiŶs. MalheuƌeuseŵeŶt, ŵalgƌĠ uŶ effet phaƌŵaĐologiƋue oďseƌǀĠ Đhez l͛aŶiŵal aucun 

ƌĠsultat sigŶifiĐatif Ŷ͛a ĠtĠ oďteŶu Đhez l͛hoŵŵe. EŶ ϮϬϭϯ, Ŷous aǀoŶs testĠ deuǆ Ŷouǀelles 

classes thérapeutiques, les stimulateurs de la guanylate cyclase soluble et les agonistes du 

récepteurs IP non analogues de la prostacycline. Ce travail a fait l͛oďjet d͛uŶe puďliĐatioŶ en 

2013 dans « The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics » et est présenté 

dans la seconde partie de ce mémoire.  

Parallèlement aux recherches de nouvelles classes de molécules,  nous avons mené une 

étude ancillaire afin de comparer trois protocoles de iontophorèse cathodale de treprostinil, 

le protocole continu classique, un protocole pulsé de moyenne intensité et un protocole 
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pulsĠ de haute iŶteŶsitĠ. Ce tƌaǀail a fait l͛oďjet d͛uŶe puďliĐatioŶ eŶ ϮϬϭϱ daŶs « European 

Journal of Pharmaceutical Sciences » et est également présenté dans la seconde partie de ce 

mémoire.  

Les ƌĠsultats oďteŶus aǀeĐ l͛ioŶtophoƌğse de tƌepƌostiŶil suƌ le ŵodğle aŶiŵal oŶt peƌŵis 

le laŶĐeŵeŶt d͛uŶ pƌeŵieƌ essai ĐliŶiƋue suƌ ǀoloŶtaiƌes saiŶs. L͛essai « INFLUX-IT » avait 

pouƌ oďjeĐtif d͛Ġtudieƌ l͛ioŶtophoƌğse de tƌepƌostiŶil suƌ l͛aǀaŶt-bras des patients et de 

mesurer les variations de flux sanguin au niveau cutané. Cette étude pilote a montré que le 

treprostinil pouvait induire une vasodilatatioŶ puissaŶte et souteŶue loƌsƋu͛il Ġtait 

adŵiŶistƌĠ paƌ ioŶtophoƌğse peŶdaŶt ϮϬ ŵiŶutes. Cet essai a ĠgaleŵeŶt peƌŵis d͛ĠliŵiŶeƌ 

l͛ilopƌost du fait de suƌǀeŶue d͛effet iŶdĠsiƌaďle loĐal ;ďƌûluƌeͿ. Cet essai a ĠtĠ suiǀi eŶ ϮϬϭϰ 

par une étude sur patients sclérodermiques : le projet « TIPPS ». Le but de cet essai était de 

faire simultanément une étude de pharmacocinétique sur volontaire sain et une étude de 

faisaďilitĠ de l͛ioŶtophoƌğse de tƌepƌostiŶil ŶoŶ plus suƌ aǀaŶt-bras mais sur les doigts de 

patieŶts sĐlĠƌodeƌŵiƋues. Les ƌĠsultats oŶt ĠtĠ à la hauteuƌ des espĠƌaŶĐes puisƋue d͛uŶe 

paƌt uŶ passage sǇstĠŵiƋue ŶĠgligeaďle a ĠtĠ oďseƌǀĠ suite à l͛adŵiŶistƌatioŶ 

ioŶtophoƌĠtiƋue de tƌepƌostiŶil et d͛autƌe paƌt les deuǆ tieƌs des patieŶts sĐlĠƌodeƌŵiƋues 

ont montré une augmentation du flux sanguin digital induit par une iontophorèse unique de 

treprostinil. Enfin en 2016, les travaux de Florence Gaillard-Bigot ont permis de montrer que 

le treprostinil administré par iontophorèse restaure la perfusion cutanée digitale après une 

vasoconstriction provoquée par une exposition contrôlée au froid chez des patients SSc. 
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Figure 19. Les pƌiŶĐipales aǀaŶĐĠes ŵeŶĠe paƌ l'ĠƋuipe daŶs le doŵaiŶe de l͛ioŶtophoƌğse thĠƌapeutiƋue appliƋuĠe aux patients atteints de 

sclérodermie
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PARTIE 2. LES ETUDES PRECLINIQUES 

 

I. Screening de molécules candidates à l’ioŶtophoƌğse cutanée sur 

modèle de rat : daŶs la ĐoŶtiŶuitĠ de l’Ġtude INFLUX-RAT 

Le Dr. Blaise a mis au point un modèle sur rat pour le screening de molécules 

ǀasodilatatƌiĐes. AǀeĐ Đe ŵodğle, elle a ŵoŶtƌĠ Ƌue le tƌepƌostiŶil et l͛ilopƌost, deuǆ 

analogues de la PGI2, pouvaient être administrés par voie iontophorétique sur une peau 

saine et produire un effet vasodilatateur localisé au niveau du site d͛adŵiŶistƌatioŶ (Blaise et 

al., 2011). L͛effet a eŶsuite ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠ daŶs uŶe Ġtude Đhez le ǀoloŶtaiƌe saiŶ aǀec les deux 

molécules. Mais seul le treprostinil était parfaitement toléré au niveau cutané. 

En 2011, le Dr. Roustit a montré sur le même modèle animal, que l͛ioŶtophoƌğse de 

sitaxentan et de bosentan, deux antagonistes non-sélectifs du ƌĠĐepteuƌ de l͛eŶdothĠliŶe-1 

était possible mais pas suffisamment efficace pour produire une augmentation du flux 

microvasculaire eŶ l͛aďseŶĐe d͛une pré-constriction préalable par ET-1 (Matthieu Roustit et 

al., 2012). La piste des antagonistes a été définitivement abandonnée après avoir testé les 

molécules chez le volontaire sain sans résultat probant.  

En 2012, nous avons continué le screening de molécules avec deux autres classes 

pharmacologiques de vasodilatateurs périphériques : les stimulateurs de la guanylate cyclase 

soluble et les agonistes du récepteur IP non analogues du PGI2. Cinq molécules candidates 

ont été préalablement sélectionnées à partir de leurs propriétés physicochimiques puis 

testées sur le modèle de rat. Seules les molécules chargées à pH neutre et à pH cutané ont 

été conservées. Les stimulateurs de la sGC étaient tous chargés positivement tandis que les 

agonistes IP étaient tous chargés négativement (Figure 20). 
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Figure 20. Stimulateurs de la sGC et agonistes IP non analogue de la PGI2.  

 

Les stimulateurs de la sGC ont été choisis pour leur propriété vasodilatatrice puissante et 

surtout indépendante du NO (Stasch & Hobbs, 2009; Straub et al., 2001). La sGC est un  

hétéƌodiŵğƌe Ƌui ĐoŵpƌeŶd uŶ gƌoupeŵeŶt pƌosthĠtiƋue aǀeĐ uŶe ŵolĠĐule d͛hğŵe à l͛Ġtat 

réduit Fe
2+

. En présence de NO, le groupement hème change de conformation et la sGC 

s͛aĐtiǀe. EŶ ĐoŶditioŶ Ŷoƌŵale, la ĐoŶǀeƌsioŶ du GTP en GMPc par la sGC est dépendante de 

la ƌĠduĐtioŶ de l͛hğŵe et de la pƌĠseŶĐe de NO. L͛eŵploi de doŶŶeuƌs de NO daŶs 

l͛iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue a peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌue la sGC pouǀait se dĠseŶsiďiliseƌ à foƌĐe 

d͛ġtƌe eǆposĠe à des ƋuaŶtitĠs iŵpoƌtaŶtes de NO et pouǀait ŵġŵe s͛oǆǇdeƌ jusƋu͛à deǀeŶiƌ 

inactivable. Les stimulateurs de la sGC appartiennent à plusieurs classes organiques de 

molécules mais ils présentent tous la même capacité de stimulation de l͛eŶzǇŵe en 

l͛aďseŶĐe de NO. EŶ ƌeǀaŶĐhe, si l͛eŶzǇŵe est oxydée leur affinité disparait et leur effet 

aussi. LoƌsƋue Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ Đette Ġtude, auĐuŶ ŵĠdiĐaŵeŶt issu de Đette Đlasse Ŷ͛aǀait 
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eŶĐoƌe oďteŶu d͛autoƌisatioŶ de ŵise suƌ le ŵaƌĐhĠ, eŶ ƌeǀaŶĐhe ĐeƌtaiŶes molécules 

comme le riociguat étaient dĠjà eŶ Đouƌs d͛ĠǀaluatioŶ ĐliŶiƋue ŶotaŵŵeŶt daŶs 

l͛iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue et daŶs l͛HTAP. Depuis, le ƌioĐiguat est ĐoŵŵeƌĐialisĠ sous le Ŷoŵ 

de spĠĐialitĠ Adeŵpas aǀeĐ uŶe iŶdiĐatioŶ daŶs l͛HTAP. MalheuƌeuseŵeŶt soŶ pƌofil 

phǇsiĐoĐhiŵiƋue Ŷ͛ĠtaŶt pas Đoŵpatible avec une administration par iontophorèse 

;ŵolĠĐule Ŷeutƌe  à pH ϳ et à pH ĐutaŶĠͿ Ŷous Ŷe l͛aǀoŶs pas testĠ. Nous aǀoŶs sélectionné 

trois molécules Sin-1, CFM 1571 et A-350619. 

Les agonistes IP non analogues de la PGI2 appartiennent à la même classe que le 

tƌepƌostiŶil et l͛ilopƌost, deuǆ ŵolĠĐules Ƌui oŶt doŶŶĠ d͛eǆĐelleŶts ƌĠsultats paƌ 

iontophorèse sur notre modèle de rat. Ces molécules ne sont pas dérivées de la structure de 

la prostacycline mais elles possèdent toute une excellente affinité pour le récepteur IP et 

sont capables de produire une vasodilatation très puissante. Le selexipag, chef de fil de ces 

agoŶistes IP ŶoŶ aŶalogue de la PGIϮ, ǀieŶt de faiƌe l͛oďjet d͛uŶe deŵaŶde d͛autoƌisatioŶ de 

mise sur le marché aux Etats-UŶis daŶs l͛iŶdiĐatioŶ d͛HTAP, suƌ la ďase des ƌĠsultats positifs 

obtenus dans un essai de phase III très récemment publié (Sitbon et al., 2015). Dans notre 

Ġtude, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas testés le selexipag mais son métabolite actif le MRE-Ϯϲϵ, aiŶsi Ƌu͛uŶ 

analogue structural très proche le BMY 45778.  

Parmi les cinq molécules évaluées dans ce travail, le stimulateur de la sGC, A-350619, a 

montré la plus forte augmentation significative du flux sanguin cutané évaluée par imagerie 

laser Doppler pendant la séquence de iontophorèse. La stimulation de la sGC  est une piste 

pƌoŵetteuse, toutefois elle dĠpeŶd du Ŷiǀeau d͛oǆǇdatioŶ de l͛eŶzǇŵe. Il Ŷ͛est pas 

suƌpƌeŶaŶt d͛aǀoiƌ ƌĠussi à pƌoduire une vasodilatation sur ce modèle de peau saine puisque 

l͛eŶzǇŵe est pƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶt sous sa foƌme réduite dans ces conditions. En revanche, la 

sclérodermie est caractérisée par un important stress oxydant et la proportion de sGC 
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oǆǇdĠe ƌisƋue d͛Ǉ ġtƌe ďieŶ plus ĠleǀĠe Đe Ƌui ƌeŶdƌait l͛eŶzǇŵe iŶseŶsiďle auǆ stiŵulateuƌs. 

A l͛heuƌe aĐtuelle, auĐuŶe Ġtude mécanistique suƌ le Ŷiǀeau d͛oǆǇdatioŶ de la sGC daŶs la 

sĐlĠƌodeƌŵie Ŷ͛a ĠtĠ ŵeŶĠe. Avec A-ϯϱϬϲϭϵ Ŷous disposoŶs doƌĠŶaǀaŶt d͛uŶ outil 

pharmacologique spĠĐifiƋue de la foƌŵe ƌĠduite. EŶ ƌepƌoduisaŶt l͛eǆpĠƌieŶĐe suƌ uŶ modèle 

de souris sclérodermique les résultats obtenus sur peau saine pourraient être moins 

intéressants. HeuƌeuseŵeŶt, uŶe seĐoŶde Đlasse d͛agoŶistes de la sGC eǆiste. Les aĐtiǀateuƌs 

de la sGC diffğƌeŶt des stiŵulateuƌs paƌ leuƌ ĐapaĐitĠ à aĐtiǀeƌ l͛eŶzǇŵe sous sa foƌŵe 

oxydée et ce indépendamment du NO. Dans une étude toujours en cours nous avons testé 

plusieurs de ces activateurs avec des résultats préliminaires intéressants.   

Article publié: Anodal iontophoresis of a soluble guanylate cyclase stimulator induces a 

sustained increase in skin blood flow in rats. Kotzki S, Roustit M, Arnaud C, Boutonnat J, 

Blaise S, Godin-Ribuot D, Cracowski, JL. J Pharmacol Exp Ther. 2013 Sep;346(3):424-31. 
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II. Evaluation de l’ioŶtophoƌğse d’aĐtivateuƌs de la guaŶǇlate ĐǇĐlase 

soluble chez le rat.  

Ce travail, toujours en cours, vient en complément du travail mené sur les 

stiŵulateuƌs de la sGC. L͛oďjeĐtif Ǉ est d͛Ġǀalueƌ l͛effet phaƌŵaĐologique du cinaciguat et de 

BAY 60-ϮϳϳϬ, deuǆ aĐtiǀateuƌs de la sGC, suƌ la ĐiĐatƌisatioŶ d͛ulĐğƌes pƌoǀoƋuĠs suƌ uŶ 

modèle murin de sclérodermie. Seule la première partie comprenant l͛ĠǀaluatioŶ de l͛effet 

vasodilatateur cutané des deux molécules sur le modèle de peau saine est présentée ici. Les 

résultats sur la cicatrisation quant à eux sont encore trop préliminaires pour être présentés.   

Nous avons utilisé le modèle de screening sur peau saine de rat tel que décrit 

précédemment. Brièvement, 16 rats mâles âgés de 8 semaines, fournis par la société Janvier 

(Le Genest-St-Isle, France), pesant entre 300 et 500 grammes ont été utilisés. Huit rats ont 

été attribués au groupe « screening » et l͛autƌe ŵoitiĠ oŶt ĐoŶstituĠ le gƌoupe « dose-

réponse de cinaciguat». Trente mg de cinaciguat et 30 mg de BAY 60-2770  ont été 

généreusement fournis sous forme de poudre par Bayer HealthCare  (Bayer Pharma AG – 

Bayer HealthCare, 42096 Wuppertal Germany). Les solutions ont été préparées dans une 

solution de NaCl 0.9% + DMSO 2%, tamponnée à pH 5.1. Les animaux du groupe screening 

ont reçu simultanément une iontophorèse cathodale de cinaciguat 600µM, une 

iontophorèse cathodale de BAY 60-2770 100µM et une iontophorèse de solution contrôle 

(NaCl 0.9%, DMSO 2%). Les animaux du groupe dose-réponse ont reçu deux séquences 

simultanées de iontophorèse de cinaciguat à 60µM et 6µM respectivement. Le protocole 

eǆpĠƌiŵeŶtal Ġtait le ŵġŵe Ƌue Đelui dĠĐƌit daŶs l͛aƌtiĐle suƌ les stiŵulateuƌs de la sGC 

(Kotzki et al., 2013),  à savoir une séquence de 20 minutes de iontophorèse à 100µA et un 

suivi de la perfusion microvasculaire cutanée par imagerie laser Doppler 5 minutes avant 

l͛alluŵage du gĠŶĠƌateuƌ, pendant la séquence et pendant 30 minutes après. Les molécules 
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ont été administrées par iontophorèse cathodale en raison de leur charge négative à pH 7 et 

à pH cutané.   

Dans le groupe « screening » nous avons montré que l͛ioŶtophoƌğse de cinaciguat 

provoque une vasodilatation significativement supérieure au contrôle et à l͛iontophorèse de 

BAY 60-2770 pendant les 20 minutes de la séquence de courant (ANOVA, p=0.02). Cette 

diffĠƌeŶĐe Ŷ͛est pas ŵaiŶteŶue apƌğs la sĠƋueŶĐe de ioŶtophorèse (ANOVA, p=0.062) 

(table1 ; figure 21Ϳ. La ioŶtophoƌğse de ĐiŶaĐiguat diluĠ au ϭ/ϭϬ° et au ϭ/ϭϬϬ° Ŷ͛a pƌoduit 

aucun augmentation significative de la perfusion par rapport au contrôle.  

Le cinaciguat a produit une augmentation du flux sanguin cutané de près de 75% en 

fiŶ de sĠƋueŶĐe ioŶtophoƌĠtiƋue. Cet effet ŵodĠƌĠ peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ le ŵode d͛aĐtioŶ du 

cinaciguat qui agit préférentiellement sur la forme oxydĠe de l͛eŶzǇŵe. Dans ce modèle les 

animaux ont une peau saine, il est donc fort probable que la majeure partie des enzymes 

sGC soit dans un état réduit et non oxydé. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus 

avec le stimulateur de la sGC A-ϯϱϬϲϭϵ, où l͛aŵplitude ŵaǆiŵale de l͛augŵeŶtatioŶ du fluǆ 

Ġtait plus iŵpoƌtaŶte, de l͛oƌdƌe de ϭϮϱ%. EǀideŵŵeŶt la ĐoŵpaƌaisoŶ diƌeĐte eŶtƌe les 

ƌĠpoŶses à Đes deuǆ ŵolĠĐules Ŷ͛est pas possiďle Đaƌ d͛uŶe paƌt elles Ŷ͛agisseŶt pas suƌ le 

ŵġŵe site aĐtif de l͛eŶzǇŵe et d͛autƌe paƌt l͛eǆpƌessioŶ du ƌĠsultat suƌ l͛effet 

phaƌŵaĐologiƋue Ŷ͛a pas ĠtĠ ŶoƌŵalisĠe. Pouƌ Đoŵpaƌeƌ de ŵaŶiğƌe plus peƌtiŶeŶte les 

deux réponses, il faut exprimer la vasodilatation provoquée en pourcentage de la 

vasodilatation maximale obtenue par un test d͛hyperémie réactive post-occlusive par 

exemple. Expérimentalement ce type de test est très complexe à mettre en place sur 

animaux, qui plus est sur animaux anesthésiés. Pour analyser les deux réponses relatives, 

Ŷous ƌepƌoduiƌoŶs l͛eǆpĠƌieŶĐe suƌ uŶ ŵodğle de sclérodermie et son contrôle sain avec les 

deux molécules, A-350619 et cinaciguat. Cet expérience sera mené sur des souris uPAR
-/-

, un 
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modèle génétique de souris sclérodermique dont nous disposons un élevage. Cette étude 

devrait nous permettre d͛approfondir nos connaissances suƌ l͛effet ƌespeĐtif des 

stimulateurs et des activateurs de la sGC sur la vasodilatation cutanée en condition 

pathologique et par conséquence suƌ le Ŷiǀeau d͛oǆǇdatioŶ de la sGC suƌ les souƌis 

slcérodermiques uPAR
-/-

.  

Table 1. Effet de l͛ioŶtophoƌğse de ĐiŶaĐiguat et de BAY ϲϬ-2770 sur le flux sanguin cutané. 
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Figure 21. Effet de l͛ioŶtophoƌğse de cinaciguat (haut) et de BAY 60-2770 (bas) sur le flux 

sanguin cutané par rapport au contrôle. 

Manuscrit en cours : Evaluation de l’ioŶtophoƌğse des activateurs de la sGC sur la 

cicatrisation cutané. Kotzki S, Bouvet R, Sibille M, Arnaud C, Godin-Ribuot D, Cracowski JL,   

Roustit M
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III. Etude ancillaiƌe suƌ l’effet du ĐouƌaŶt pulsĠ par rapport au courant 

continu dans l’ioŶtophoƌğse de treprostinil 

Les résultats obtenus avec l͛ioŶtophoƌğse de treprostiŶil d͛aďoƌd suƌ ŵodğle de ƌat, puis 

suƌ l͛aǀaŶt-ďƌas de ǀoloŶtaiƌes saiŶs et eŶfiŶ suƌ l͛eǆtƌĠŵitĠ des doigts de patieŶts ““Đ, oŶt 

fait du trepƌostiŶil Ŷotƌe ŵeilleuƌ ĐaŶdidat daŶs l͛espoiƌ de dĠǀeloppeƌ uŶe Ŷouǀelle 

stratégie thérapeutique dans la prise en charge de ulcères digitaux de la sclérodermie.  

Le pƌiŶĐipal aǀaŶtage de l͛appƌoĐhe paƌ ioŶtophoƌğse est Ƌu͛elle peƌŵet de liŵiteƌ 

l͛eǆpositioŶ sǇstĠŵiƋue et de Điďleƌ la zoŶe de tissu à tƌaiteƌ. DaŶs l͛espoiƌ d͛augŵeŶteƌ 

l͛effet du tƌepƌostiŶil, Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ d͛optiŵiseƌ le pƌotoĐole de ioŶtophoƌğse pouƌ 

accroitre le nombre de transport du treprostinil. Pour atteindre cet objectif nous disposions 

de deux alternatives. La première consistait à augmenter la concentration du médicament 

daŶs la solutioŶ adŵiŶistƌĠe. Oƌ daŶs l͛eǆpĠƌieŶĐe ŵeŶĠe paƌ le Dƌ. Blaise sur le modèle de 

ƌat, Ŷous aǀoŶs ĐoŶstatĠ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ aǀait pas de ƌelatioŶ liŶĠaiƌe eŶtre la concentration de 

tƌepƌostiŶil et l͛effet ǀasodilatateuƌ induit. En effet, quel que soit la concentration (6.4mM, 

Ϭ.ϲϰŵM ou Ϭ.ϬϲϰŵMͿ l͛effet oďseƌǀĠ Ġtait à peu près similaire. Ce résultat était 

probablement dû à un phénomène de compétitions accrues avec les co-ions de la solution 

(Cl-). Pour améliorer le transport iontophorétique, une seconde solution consiste à 

augŵeŶteƌ l͛iŶteŶsitĠ du ĐouƌaŶt. Mais Đette teĐhŶiƋue pƌĠseŶte uŶ ƌisƋue, eŶ effet uŶe 

exposition prolongée à une intensité trop forte peut provoqueƌ uŶe ƌĠaĐtioŶ d͛iŶtolĠƌaŶĐe 

voire des dommages au niveau cutané. Pour limiter ce risque nous avons décidé 

d͛augŵeŶteƌ l͛iŶteŶsité tout en intégrant des périodes sans courant dans la séquence de 

iontophorèse. Ce procédé, inspiré des expériences de iontophorèse en courant continu 

pulsé, a été testé avec deux protocoles différents et a été comparé au protocole continu que 

Ŷous utilisoŶs haďituelleŵeŶt. Les pƌotoĐoles Ƌue Ŷous aǀoŶs ĠǀaluĠs Ŷ͛ĠtaieŶt pas des 
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protocoles « pulsés » à haute fréquence comme retrouver le plus souvent. Ici nous avons 

simplement appliqué des cycles de 1 minute répétés avec 10 ou 30 secondes de courant 

continu séparés par des pauses de 50 ou 30 secondes respectivement, sur une période de 20 

minutes. Pour que les protocoles soient comparables nous avons choisi de travailler à 

ƋuaŶtitĠ de ĐouƌaŶt ĐoŶstaŶte, eŶ l͛oĐĐuƌƌeŶĐe Ŷous aǀoŶs fiǆĠ la ƋuaŶtitĠ à ϭϮϬŵC. AiŶsi, le 

pƌotoĐole à ϭϬ seĐoŶdes ĠtaŶt tƌois fois plus Đouƌt eŶ teŵps d͛eǆpositioŶ Ƌue le pƌotoĐole à 

30 secondes nous avons augmeŶtĠ l͛iŶteŶsitĠ d͛uŶ faĐteuƌ tƌois pouƌ ŵaiŶteŶiƌ la ƋuaŶtitĠ 

de charge délivrée constante (figure 22). 

Figure 22. Protocoles de courant pulsé et de courant continu appliqués pendant 20 

minutes 

 

L͛appliĐatioŶ d͛uŶ ĐouƌaŶt pulsĠ Ŷ͛a pas peƌŵis d͛aŵĠlioƌeƌ l͛augŵeŶtatioŶ du fluǆ 

sanguin cutané provoquée par l͛ioŶtophoƌğse de treprostinil à la concentration de 0.64mM. 

Ce ƌĠsultat est ĐohĠƌeŶt aǀeĐ l͛hǇpothğse du plateau  ĠǀoƋuĠe paƌ le Dƌ. Blaise. En effet, il 

est pƌoďaďle Ƌu͛il Ŷe soit pas possiďle d͛augŵeŶteƌ le fluǆ saŶguiŶ au-delà de ce qui a déjà 

été observé, soit parce que la totalité des récepteurs activables sont saturés,  soit parce que 

la réponse ne peut pas être améliorée, en raisoŶ d͛uŶ seuil phaƌŵaĐodǇŶaŵiƋue qui serait 
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atteint. EŶ ƌeǀaŶĐhe, le pƌotoĐole à iŶteŶsitĠ ŵaǆiŵale ;ϲϬϬµAͿ a peƌŵis d͛augŵeŶteƌ 

significativement le flux sanguin cutané avec la solution de plus faible concentration 

(0.064mM) par rapport aux deux autres protocoles évalués. La réponse obtenue avec ce 

protocole était même équivalente à celle obtenue avec la solution à 0.64M et le protocole 

ĐoŶtiŶu. Il s͛agit d͛uŶ ƌĠsultat tƌğs iŶtĠƌessaŶt daŶs la ŵesuƌe où ŵġŵe si d͛uŶ poiŶt de ǀue 

phaƌŵaĐologiƋue l͛effet est ideŶtiƋue, la ƋuaŶtitĠ de tƌepƌostiŶil ƌeƋuise est divisée par 10 

avec ce protocole. Etant donné le coût encore très élevé du treprostinil en France, une telle 

économie représente un gain réel du rapport cout/efficacité.  

Article publié : Effect of continuous vs pulsed iontophoresis of treprostinil on skin blood 

flow. Kotzki S, Roustit M, Arnaud C, Godin-Ribuot D, Cracowski JL. Eur J Pharm Sci. 2015 May 

25;72:21-6. 
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IV. Iontophorèse thérapeutique de treprostinil dans la cicatrisation 

d’ulĐğƌes suƌ deuǆ ŵodğles murins de sclérodermie 

L͛ĠǀaluatioŶ de l͛ioŶtophoƌğse thérapeutique de treprostinil dans la prise en charge des 

ulcères digitaux du patient sclérodermique doit nécessairement passer par une étape de 

preuve de concept dans une étude préclinique avant de pouvoir être sérieusement 

envisagée dans un essai ĐliŶiƋue. GƌâĐe à l͛eŶseŵďle des tƌaǀauǆ ŵeŶĠs suƌ ŵodğle aŶiŵal, 

sur volontaires sain et sur patients, nous avons démontré la faisabilité et une partie de la 

tolérance de notre stratégie thérapeutique.  

Face aux besoins de disposer de preuves expérimentales incontestables, nous avons 

décidé de mener une expérience sur deux modèles murins de sclérodermie : le modèle 

chimiquement-induit HOCl et le modèle knockout uPAR
-/-

. Les motifs du choix de ces deux 

modèles ont déjà été présentés dans la première partie de ce document. Il convient 

toutefois de rappeler, que ces deux modèles sont complémentaires puisque le premier est 

surtout un modèle de fibrose cutanée localisée tandis que le second est surtout un modèle 

de vasculopathie. Le même plan expérimental a été appliqué pour chaque modèle. 

L͛oďjeĐtif pƌiŵaiƌe de Đette Ġtude est de dĠŵoŶtƌeƌ l͛effet de l͛iontophorèse de 

treprostinil sur la cicatrisatioŶ ĐutaŶĠe d͛ulĐğƌes pƌoǀoƋuĠs sur deux modèles 

ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes de sĐlĠƌodeƌŵie. Le Đƌitğƌe pƌiŶĐipal d͛aŶalǇse est défini par 

l͛augŵeŶtatioŶ de la suƌfaĐe de cicatrisation observée dans les groupes traités au cours du 

de la phase précoce et de la phase tardive du processus cicatriciel. 

A ce jour, seul le travail sur le modèle HOCl a pu être mené entièrement. Concernant le 

modèle uPAR
-/-

 Ŷous aǀoŶs ĠtĠ ĐoŶfƌoŶtĠ à d͛iŵpoƌtaŶtes diffiĐultĠs daŶs la mise en place de 

l͛Ġleǀage. Paƌ ĐoŶsĠƋueŶt seule la ŵoitiĠ de l͛effeĐtif des souƌis pƌĠǀues initialement a pu 

être inclus entrainant un retard important dans notre planning expérimental. En particulier, 
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l͛aďseŶĐe d͛uŶe sĠƌie ĐoŶtƌôle suƌ les souƌis uPA‘-/-
 est une limite importante dans notre 

interprétation des résultats, de même que certains analyses secondaires comme les données 

histologiques. Toutefois, disposaŶt d͛uŶ Đertain nombre de résultats intéressants concernant 

l͛oďjeĐtif pƌiŵaiƌe de l͛Ġtude, nous avons commencé la rédaction d͛un manuscrit que nous 

présentons ici. Il s͛agit ĠǀideŵŵeŶt d͛uŶe pƌeŵiğƌe ǀeƌsioŶ et Đertaines parties du manuscrit 

sont volontairement laissées incomplètes. Les expériences correspondantes à ces parties 

étant soit en cours soit déjà programmées, nous devrions apporter rapidement les réponses 

manquantes et ainsi ĐoŶĐluƌe dĠfiŶitiǀeŵeŶt Đette d͛Ġtude avant la fiŶ de l͛aŶŶĠe ϮϬϭϲ. 

  

Article en cours : Iontophoresis of treprostinil promotes wound healing in murine models 

of scleroderma-related ulcers. Kotzki S, Bouvet R, Abla H, Pagnon A, Arnaud C, Godin-Ribuot 

D, Stanke-Labesque F,  Cracowski JL, Roustit M.  
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INTRODUCTION 

 Systemic Sclerosis (SSc) is a rare chronic disease characterized by fibrosis, 

autoimmune abnormalities and vascular alterations, the latter leading to Raynaud's 

phenomenon and digital ulcerations (DUs) (Gabrielli et al., 2009). DUs affect about 30% of 

SSc patients each year, and complications include pain, functional impairment, gangrene and 

amputations, with a major negative impact on the quality of life (Hachulla et al., 2007; Steen, 

Denton, Pope, & Matucci-Cerinic, 2009). Few drugs are effective into enhancing wound 

healing of SSc-related ulcers. Bosentan has been indicated to prevent DUs in patients at risk, 

but it has no efficacy on existing ulcers (Matucci-Cerinic et al., 2011). While a recent 

randomized controlled trial suggested a potential efficacy of sildenafil, this remains to be 

confirmed given that the primary end point was not reached (Hachulla, Hatron, Carpentier, 

Agard, Chatelus, Jego, Mouthon, Queyrel, Fauchais, Michon-Pasturel, Jaussaud, Mathian, 

Granel, Diot, Farge-Bancel, Mekinian, Avouac, Desmurs-Clavel, Clerson, et al., 2015).  

 To date, intravenous iloprost, a prostacyclin analogue, is the only approved 

treatment for active SSc-related DUs (Kowal-Bielecka et al., 2009). However, its benefit is 

counterbalanced by dose-limiting vasodilatation-induced side effects (e.g. severe headaches, 

flushing, tachycardia and hypotension). These properties are dose-limiting and require 

hospitalization and close monitoring while infusing the drug, which is associated with safety 

issues and increased costs. The paradox is that impaired digital microvasculature in SSc 

prevents the drug, when administered intravenously, from diffusing properly into the 

wound.  

 Local treatment may be proposed to get around this issue. We previously 

demonstrated that digital iontophoresis, a noninvasive current-driven drug delivery method, 

could be used to transport treprostinil, another prostacyclin (PGI2) analogue, into the skin of 
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rodents, healthy subjects and SSc patients, leading to a significant increase of digital skin 

perfusion (Blaise et al., 2011; Blaise, Roustit, Hellmann, Millet, & Cracowski, 2013; M. Roustit 

et al., 2014). This original approach combines the pharmacological effect of the drug to the 

effect of the current itself. Indeed, endogenous electrical signals in the wound are known to 

play a role in healing, by increasing the directed migration of keratinocytes, fibroblasts and 

neutrophils (M Zhao et al., 2006). Exogenous electric stimulation mimics this phenomenon 

with a positive impact on wound healing (Baltzis, Eleftheriadou, & Veves, 2014; Huttenlocher 

& Horwitz, 2007). 

 However, whether iontophoresis of treprostinil enhances healing of SSc-related 

ulcers has never been demonstrated. Given that iontophoresis protocols on human wounds 

are complex to set up, experimental data are required to establish the safety and the proof-

of-concept before moving on to clinical studies. Given that no animal model of SSc-related 

ulcers existed to date, the present study aimed at developing mice models of SSc-related 

ulcerations, and at assessing the efficacy and the safety of iontophoresis of treprostinil in 

these models.  

MATERIALS AND METHODS 

Study design 

We tested two mouse models and their controls: a chemically-induced model using 

hypochlorous acid (HOCl) (Servettaz et al., 2009), and a genetic model (deletion of the 

Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor gene, uPAR
-/-

)
 
(Manetti et al., 2013). For 

each of these 4 conditions, a full-thickness skin excision wound was induced in 24 mice that 

were subsequently randomized into 3 sub-groups according the treatment to be 

administered: sham (untreated wound), control (current + vehicle), treprostinil (current + 
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treprostinil) (Online supplementary Figure S1). Our primary endpoint was to assess whether 

the combination of treprostinil and current (i.e. iontophoretic administration) accelerates 

wound healing as compared with current alone or no treatment. We also evaluated 

anatomical, histological and functional properties of the healed skin, i.e. dermal thickness, 

microvascular reactivity and endothelial cells, collagen content. All the experiments were 

approved by the Grenoble Animal Ethics Committee. 

Animals 

Animals were housed in controlled conditions conforming to the current French 

legislation, fed with standard mice chow and kept in a day/night cycle of 12h/12h with food 

and water ad libitum. Experiments were systematically performed in a temperature 

controlled room. When anesthesia was required animals were placed on a thermal pad and 

the temperature was maintained at 37.5 °C (Harvard apparatus). Mice were anesthetized 

with isoflurane.  

HOCl model  

Seven-week-old female BALB/c mice (CERJ, Le Genest-Saint-Isle, France) were 

randomly distributed into HOCl and control groups (n=24 per group). Mice were 

anesthetized, shaved and maintained in the prone position for the duration of the whole 

handling, with the back uppermost. Animals in the HOCl group received two dorsal 

intradermal injections of 250 µl of HOCl daily during the first five days to generate oxidative 

stress. Then animals received one daily injection of 200 µl of the same solution five days a 

week during the next 5 weeks, as previously described (Servettaz et al., 2009). The control 

group received injections of sterilized phosphate buffered saline (PBS) solution following the 

same protocol. The thickness of the skin of the shaved back was measured for each mouse 
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with calipers to ensure that dermal thickness increased. Measurements were performed 

every week by the same operator.  

uPAR
-/-

 model  

The uPAR
-/-

 mouse model is a recent model of SSc mimicking the vascular and fibrotic 

features of SSc (Manetti et al., 2013). uPAR
-/-

 mice were graciously provided by Prof. Meuth 

(Munster University, Germany) and crossed with wild-type (uPAR
+/+

) mice on a C57BL/6J 

background to generate heterozygous mice. The latter were subsequently crossed to 

generate uPAR
-/-

 and their uPAR
+/+

 littermates as controls. PCR of tail-tip genomic DNA was 

performed to determine the absence or presence of a functional uPAR gene. 

Wound model 

Mice were anesthetized with isoflurane, shaved, and full-thickness skin excision 

wound extending through the panniculus carnosus was then performed on the dorsal 

midline with a sterile 6-mm biopsy punch. A rubber ring (20/27 mm) was centered and fixed 

around the wound with a bi-component epoxide glue and secured with interrupted 3/0 

nylon sutures as previously described (Galiano et al., 2004). Rubber ring splinting was used 

to minimize wound contraction (Windsor et al., 2009). Synthetic epoxy resin was applied to 

the perimeter of the rubber ring to improve adhesion to the skin and to protect it from mice 

bites. Excised tissue was fixed during 24h in an alcohol-formalin-acetic acid solution and then 

paraffin-embedded for histopathological analysis. Reproducibility and validation of the 

wound healing model was conducted preliminary to the study (online supplementary data). 

Treatment 

Animals in the two treated groups received either treprostinil or vehicle (NaCl 0.9%). 

Treatment was applied daily from day 0 to day 4 (run 1) and from day 7 to day 12 (run 2). A 
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2.5 mM solution of treprostinil (Bioprojet Pharma, Paris, France) was prepared from a 

6.4mM solution (MW 390.5 g mol
-1

; pKa 4.5) diluted 1:2.5 with NaCl0.9%. A 6.4mM solution 

of treprostinil was prepared from a 6.4mM solution (MW 390.5 g mol
-1

; pKa 4.5) diluted 1:10 

with NaCl0.9%. Solutions were administered with a 20-min cathodal iontophoresis 

continuous sequence since treprostinil is negatively charged at skin physiological pH. We 

previously showed that this protocol induces a sustained vasodilation (Blaise et al., 2011; 

Kotzki, Roustit, Arnaud, Godin-Ribuot, & Cracowski, 2015) (detailed procedures are available 

as online supplementary material). 

Wound healing measurement 

Digital photographs of wounds were taken every working day as described in online 

supplementary material. Pictures were analyzed using a drawing tablet and image analysis 

software (Image J, http://rsbweb.nih.gov/ij) to assess wound area. Area was chosen as 

parameter since it is considered as the best measure to assess wound size. Each wound area 

was expressed as percentage of original wound area using the following formula:  

Microvascular reactivity assessment  

Microvascular function was evaluated immediately before wound induction and after 

complete healing. We assessed endothelial-dependent and -independent microvascular 

reactivity using iontophoresis of acetylcholine (Ach) and sodium nitroprusside (SNP), 

respectively. Laser Doppler Imaging (LDI) was used to measure skin blood flow variations 

throughout the challenges (refer to online supplementary material for more details).  

Histology  
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6 µm-thick sections of paraffin-embedded samples were stained with Hematoxylin-

eosin. Histological slides were photographed and mean dermal thickness was calculated 

using ImageJ software.  

Intradermal and plasma concentration of treprostinil after iontophoresis 

Since cutaneous ulcers induce a breach in the skin barrier, iontophoresis over the 

wound may lead to systemic diffusion of treprostinil, unlike what is observed on non-

ulcerated skin (M. Roustit et al., 2014). We used 24 BALB/c healthy mice prepared as 

previously described and randomly assigned to three groups A, B and C. Group A received 

treatment on intact skin, group B received treatment immediately post-wounding and group 

C was treated 3 days post-wounding. Treprostinil was quantified in the skin and the plasma 

using liquid chromatography–tandem mass spectrometry (details are provided as online 

supplementary material). 

Statistical analysis 

Continuous data are expressed as mean ± standard deviation. Repeated-measures 

ANOVA was used to assess wound healing profile during the early phase (D0 to D4) and the 

late phase ;Dϳ to DϭϮͿ iŶ eaĐh gƌoup. MauĐhlǇ͛s test of spheƌiĐitǇ ǁas used to assess 

equality of variance. As inequality of variance could not be excluded a Greenhouse-Geisser 

adjustment was used. We tested the effect of time, of groups, as well as the interaction 

between time and groups. Two-sided significance tests were used throughout. We 

ĐoŶsideƌed p ǀalues <Ϭ.Ϭϱ as sigŶifiĐaŶt, ĐoƌƌeĐted ďǇ TukeǇ͛s pƌoĐeduƌe foƌ ŵultiple 

comparisons. T-tests were realized for 2x2 comparisons. Means of wound healing 

percentages (WH%d) on day 1, day 4 and day 7 were analyzed with 1-way ANOVA between 

compared groups. Area under curves for female and male subgroups in both uPAR
-/- 

and 
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uPAR
+/+ 

groups were calculated over the whole healing process and analyzed with 1-way 

ANOVA to test the effect of sex, of genotype and the interaction between sex and genotype. 

Statistical analysis was performed with SPSS 21.0 for Windows (SPSS Inc, Chicago IL, USA). 

RESULTS 

Wound healing is delayed in both models of SSc-related ulcers 

HOCl model 

Wound healing process was significantly delayed in HOCl group in comparison with 

PBS injected mice during the early phase (p=0.037). On day 4, mean %WH4 in HOCl group 

was about 3.2 ±9.5% and 28.7±11.7% in control group (p=0.001) No significant difference 

was measured between groups during the late phase (p=0.999) (figure 1A).  

uPAR
-/-

 model 

Univariate variance analysis on AUC showed a genotype effect (p=0.005) but no 

gender effect neither gender*genotype interaction effect, therefore we were able to gather 

mice by genotype to perform a gender-neutral analysis. In this context, uPAR
-/-

 mice 

presented a significant difference between groups during the early phase (p=0.023) and also 

during the late phase (p=0.026). On day 4, mean %WH4 in uPAR-/- group was about 25.0 ± 

16.5% and 43.2 ± 11.7% in uPAR
+/+

 group (p=0.001) (figure 1B).  
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Figure 1. A. Wound healing percentage in HOCl injected after a 6-mm biopsy punch in 

comparison with control group (PBS);  B. Wound healing percentage in uPAR
-/-

 mice after a 

6-mm biopsy punch in comparison with wild type mice (uPAR 
+/+

).   * p<0.05 

Treprostinil iontophoresis enhances healing in mouse models of SSc-related ulcers 

HOCl model 

During the early phase, we observed a significant difference in wound healing process 

between sham, control and treprostinil groups (p=0.013). Post-hoc comparison test showed 
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that treprostinil group presented an accelerated wound healing process in comparison with 

sham group (p=0.012) but not with control group (p=0.106). On day 4, mean %WH4 in sham, 

control and treprostinil groups were 3.2±9.5%, 8.3±7.9% and 21.0±9.2% respectively (p=0.002). 

Post-hoc comparison test showed that only treprostinil group presented an increased 

percentage of wound healing in comparison with both sham (p=0.002) and control groups 

(p=0.024). No difference was observed between control and sham group at D4 ([D4] T-test, p 

= 0.513).  

Detailed post-hoc analysis on day 1 showed that there was no difference in wound 

healing percentage between control and treprostinil groups (p=0.975) but both showed an 

increased wound healing percentage in comparison with sham group (p=0.028 and p=0.043, 

respectively). No difference was observed between groups during the late phase (p=0.096) 

(figure 2). 

 

Figure 2. Effect of iontophoresis of treprostinil and NaCl 0.9% on wound healing process on 

HOCl mice in comparison with sham group. *p<0.05 for treprostinil vs sham and control; ‡ 

p<0.05 for treprostinil and control vs sham. 
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uPAR
-/-

 model 

During the early phase, we observed a significant difference in wound healing process 

between sham and treprostinil groups (p=0.009). On day 1, mean %WH1 in sham
 
group was 

about -16.0±8.7% and -6.8±6.4% in treprostinil group (p=0.011). On day 4, mean %WH4 in 

sham
 
group was about 25.0±16.5% and 41.6±11.9% in treprostinil group (p=0.014). No 

difference was observed during the late phase between groups (p=0.216) (figure 3). 

 

 

Figure 3. Effect of iontophoresis of treprostinil 0.64mM on wound healing process on uPAR
-/-

 

mice in comparison with sham group. *p<0.05 

Effect of the concentration of treprostinil in uPAR model during the early phase 

During the early phase both treprostinil 2.5mM and 0.64mM solutions significantly 

improved wound healing in comparison with sham group (p=0.003). Post-hoc comparison 

between treprostinil 0.64mM and treprostinil 2.5mM respective effects was not significant 

(p=0.838). However, treprostinil 2.5mM induced a significant increase of WH%7 on day 7 (p = 

0.023) (figure 4). 
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Figure 4. Effect of iontophoresis of treprostinil 2.5mM on wound healing process on uPAR
-/-

 

male mice in comparison with sham group. *p<0.05 for treprostinil 2.5mM vs treprostinil 

0.64mM. ‡ p<0.005 for treprostinil 0.64mM and 2.5mM vs sham 

Basal skin microvascular response to SNP and Ach 

Microvascular response to SNP and Ach were both significantly reduced in HOCl mice 

in comparison with PBS mice. Decrease percentages were 40.0± 8.8% (p=0.001) and 

26.9±5.6%, (p<0.001) for SNP and Ach respectively. In uPAR
-/-

 mice, a slightly decrease was 

also observed for both SNP and Ach in comparison with uPAR
+/+

 but data were not 

significantly different (figure 5).  
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Figure 5. Basal skin microvascular response to SNP and Ach iontophoresis on HOCl and uPAR
-

/-
 mice in comparison with their respective control. Data are expressed as increase of 

percentage of baseline. 

Post-recovery skin microvascular response to SNP and Ach 

One week after full recovery, no difference was found with iontophoresis of Ach between 

treprostinil, control and sham group in both models of scleroderma. The same result was 

observed with the iontophoresis of SNP.  

Effect of treprostinil iontophoresis on dermal thickness 

[in progress] 

Cutaneous vs systemic concentration of treprostinil after iontophoresis 

[in progress] 
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DISCUSSION 

Scleroderma is a complex pathology and there is none existing animal model that can 

encompass all aspect of the disease related to fibrosis and vasculopathy. In the last decade, 

many chemical models have been proposed to explore various components of SSc (Asano & 

Sato, 2013; Avouac et al., 2013; Batteux, Kavian, & Servettaz, 2011; Beyer, Schett, Distler, & 

Distler, 2010). Among these, a HOCl-induced fibrotic model was recently described as a 

promising tool to study fibrosis in SSc (Batteux et al., 2011; Servettaz et al., 2009). According 

to authors, reactive oxygen species generated by intradermal injections of hypochlorous acid 

(HOCl) modify the phenotype of fibroblasts and lead to dermal fibrosis. To assess wound 

healing in a model of vascular dysfunction we used the uPAR mouse model, a recently 

described genetic models of SSc (Manetti et al., 2013). Urokinase-type plasminogen activator 

receptor is presented as a key component of the fibrinolytic system, and its inactivation was 

shown to be implicated in SSc-related excessive extracellular matrix production, 

microvascular abnormalities and impaired angiogenesis ;D͛Alessio, Geƌasi, & Blasi, 2008). 

Here we first demonstrate that wound healing process is delayed in HOCl and uPAR models 

of scleroderma.  

The primary objective of this study was to assess the iontophoresis of treprostinil on 

excisional ulcer healing. Treprostinil is a prostacyclin receptor (IP) agonist that induces 

vascular relaxation of smooth muscle and is used to treat advanced digital ischemia (Engel & 

Rockson, 2005). IP activation by treprostinil may also be efficient in wound healing since 

PGI2 play a role in the promotion of cell migration like fibroblasts (Hatane et al., 1998). 

Treprostinil is not only a IP agonist but a strong EP2 agonist too (Whittle, Silverstein, 

Mottola, & Clapp, 2012). EP2 activation by butaprost, another PGI2 analogue, induced the 
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inhibition of myofibroblasts differentiation and a collagen production (Kolodsick et al., 

2003). Improving this EP2 pathway with treprostinil may serve as a potent antifibrotic 

therapeutic strategy. 

Iontophoresis, as drug delivery device, presented two major advantages. In the first 

hand, it permitted a local administration of treprostinil over the wound without any invasive 

procedure. In the second hand, the iontophoretic direct current delivered for drug transport 

presented a cascade of beneficial effects on wound healing. Indeed, exogenous current can 

mimic the endogenous current-dependent recruitment of inflammatory and proliferative 

factors (Baltzis et al., 2014; Huttenlocher & Horwitz, 2007), enhances angiogenesis in vivo by 

fostering directed migration of microvascular (but not macrovascular) endothelial cells (Bai, 

McCaig, Forrester, & Zhao, 2004) and finally increases microvascular skin perfusion through 

PGIϮ ƌelease, a pheŶoŵeŶoŶ ĐoŵŵoŶlǇ ƌefeƌƌed to as ͚ĐuƌƌeŶt-iŶduĐed ǀasodilatioŶ͛(Gohin 

et al., 2011; Matthieu Roustit & Cracowski, 2013).  

To our knowledge, this work demonstrated for the time the positive effect of 

iontophoresis of treprostinil to improve significantly the healing process on excisional 

cutaneous wounds induced on two various models of scleroderma. The data obtained in 

both HOCl and uPAR models indicated that the main effect of treprostinil 0.64mM was 

observed 4 days post-wounding. Our hypothesis is that the pharmacological effects of 

treprostinil associated to the current properties are mostly efficient to establish the 

granulation tissue required for the proliferative phase of wound healing process and which is 

highly dependent of vascular conditions and angiogenesis. The observed effect reflects the 

synergistic action between the early current effect in cellular recruitment and an improved 

transport of nutriments and oxygen through vasodilating effect of treprostinil during the first 
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four days. A fourfold increase of treprostinil concentration did not improve the wound 

healing process during the first week. This is consistent with a plateau effect of treprostinil 

as concentration increases, a phenomenon ever described by Blaise et al (Blaise et al., 2011). 

Interestingly, treprostinil high concentration (2.5mM) induced an increase on wound healing 

percentage on day 7 in comparison with low concentration (0.64mM). One explanation we 

proposed is this is due to a release phenomenon that prolonged the effect of treprostinil 

during the week-end (drug-free period). This should be easily confirmed by intradermal 

dosing 24h and 48h post-administration in a future experiment. Concerning the current 

effect alone we showed that it can improve wound healing but effect was limited to the very 

early phase when neutrophil and fibroblasts are highly recruited for the inflammatory 

process. Unfortunately, in this protocol we were not able to test various current shapes and 

intensities like we ever did before (Kotzki et al., 2015) but this could be proposed to further 

explore the electrical effect on wound healing. To date, the choice between direct, 

alternative, high-voltage pulsed or low-intensity direct currents to improve cutaneous 

wound healing is still under debate (Gardner, Frantz, & Schmidt, n.d.; Thakral et al., 2013) 

First limitation in this study is that we failed to produce a delayed full recovery time 

point. Whether it was HOCl, PBS, uPAR-/- or uPAR+/+, all model were fully re-epithelized 12 

days post wounding. The catch-up effect observed from the seventh day of wound healing in 

sham groups between SSc model and their respective control model can be imputable to the 

loss or the uncoupling of the anti-contraction ring during the week-end. Contraction, the 

predominant mechanism of wound healing in rodent, is stronger than re-epithelialization 

and granulation tissue formation (Davidson, 1998; Galiano et al., 2004), thus when this 

phenomenon is not limited by an artificial device the delay between healthy and diseased 
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animal in our models disappears. A second possibility to explain this lack of difference of full 

recovery time point is that our disease models (HOCl and uPAR
-/-

) mostly affect the early 

stages of wound healing than the terminal stage of re-epithelialization.  

Since digital ulcer formation in SSc is complex and involves multifactorial vascular 

abnormalities, the choice of an excisional wound model in our study should be discussed 

too. To our knowledge there is no method to induce comparable ulcers in mice and none 

murine model of SSc-related ulcers exists. Future experiments may be considered to explore 

different wounds models on our models of scleroderma, in particular ischemic models. Many 

methods exist to induce ischemic wounds, and a recent study demonstrated that such kind 

of lesions can be induced by applying and removing a magnet to a dorsal region of mouse 

skin (Fromy, Lingueglia, Sigaudo-Roussel, Saumet, & Lazdunski, 2012).  

In conclusion, treprostinil iontophoretically-administrated improved the early phase 

of wound healing process on two complementary models of scleroderma. These promising 

results should lead to assess the iontophoresis of treprostinil on patients with SSc-related 

digital ulcers in a clinical trial. 
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A. SUPPLEMENTARY MATERIAL 

1. Validation of the wound model  

Preliminary experiments were carried out to compare different biopsy punch sizes and 

whether or not splinting should be performed. Seven-week-old female BALB/c mice were 

obtained from CERJ (Le Genest-St-Isle, France). Twenty-four hours before experiments, 

animals were systematically anesthetized with isoflurane 4% and kept under anesthesia with 

isolfurane 2% during 30 min to perform a back depilating with clipper and depilatory cream. 

The next day mice were re-anesthetized and received the experimental procedure. 

Four pilot studies were conducted to determine the best full-thickness excisional wound 

protocol. Three studies served to determine the best wound diameter and a last one was 

necessary to assess the splinting model. 

1.1. Size of the wound 

1.1.1. Protocol 

Experiment #1 included eight mice to compare 2, 3 and 4-mm wound diameters. Full-

thickness excisional wounds were induced with biopsy punches (Miltex Instrument 

Company, York, PA). The punch was lightly twisted to create a uniform circular cut through 

the skin. The resulting circle of skin is then removed using forceps creating a controlled-size 

cutaneous wound. Cutaneous biopsies were performed on an area of the animal that would 

Ŷot iŶteƌfeƌe ǁith the aŶiŵal͛s ŵoǀeŵeŶts oƌ ďe iƌƌitated ďǇ the aŶiŵal͛s Ŷoƌŵal aĐtiǀities. 

Each animal received three wounds (2, 3 and 4-mm) randomly applied on both sides of back.  
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In experiment #2, we aimed at developing the wound healing monitoring protocol. 

Experiment #2 was conducted with mice from experiment #1 immediately after wounding. 

Digital photographs of each wound were taken with a camera coupled with a binocular 

device (Zeiss Stemi 2000-C). In order to photograph the wounds, animals were secured in a 

uniform fashion with a scale reference for size measurements. Handling and photographing 

times were kept to a minimum to minimize stress to the animal, as wound healing is a stress 

sensitive response. In this way, wounds were re-photographed 5 days per week until full 

recovery. Digital photographs were analyzed using a drawing tablet and image analysis 

software (Image J, http://rsbweb.nih.gov/ij) to assess wound area.  

Experiment #3 was conducted in a second step to assess 6-mm wound diameter. 

Eight mice were enrolled and received a 6-mm punch. Since splinting model was ever 

approved when experiment #3 started, mice also received an anti-contraction ring.  

1.1.2. Reproducibility of the wound size 

Repeatability test showed that using 6, 4 and 3 mm biopsies punches produced 

reproducible wound area while 2 mm punch biopsy was less performant (data are 

summarized in table S1). Furthermore, original wound area was positively correlated to 

punch diameter (Pearson correlation coefficient r=0.962) (table S; figure S1).    

Table S1. Repeatability of excisional wound. 
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Figure S1. Scatter plot showing Original wound area as function of punch diameter. 

Pearson correlation coefficient r = 0.962. 

1.1.3. Effect of the size of the wound on healing 

Experiment #2 lead to validate the wound healing monitoring protocol based upon daily 

pictures and the image analysis method. Result from this first pilot study showed that there 

was no difference between the three groups wound healing process (table S2; figure S2).  

Table S2. Statistical analysis of wound healing percentage between 2, 3 and 4 mm groups 

during the first week and during the whole protocol.  
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Figure S2. Wound healing percentage of 2, 3 and 4 mm groups.  

 

1.2. Splinting model 

Eight mice were included in experiment #4. Each animal first received a 4-mm biopsy 

punch just as described before. In order to limit the early wound contraction phenomenon, a 

rubber ring (20/27mm) was immediately centered and fixed around the wound with a bi-

component epoxide glue and secured with interrupted 3/0 nylon sutures as described by 

Galiano and Blecher (Blecher et al., 2012; Galiano et al., 2004). Iontophoresis electrode (LI 

611, PeriIont System, Perimed, Järfälla, Sweden) was inserted into the ring to anticipate 

future therapeutic protocol. Finally, a synthetic epoxy resin was applied to protect the 

rubber from mice bites and also to improve adherence with skin (figure S2). Once attached, 

the device remains installed during the first week. Daily photographs were taken and wound 

area was measured until full recovery.  Data were compared with experiment #2 results. 

-20

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10 12

W
o

u
n

d
 A

re
a

 

(%
 o

f 
o

ri
g

in
a

l 
si

ze
) 

Day post Wounding 

2 mm 3 mm 4 mm



 

119 

 

 

Figure S2. The silicon ring (a) centered and fixed around the full-thickness excisional 

wound. Iontophoresis electrode (b) is inserted into the ring. Synthetic epoxy resin (c) cover 

and protect the final device. 

Experiment #4 confirmed that anti-contraction ring was able to limit the early 

contraction phenomenon and induced a delayed wound healing process. Area under curve, 

expressed in %.h, was 48201 ± 1409 in group with device and 42224 ± 1056  in control group 

(T-test, p <0.001) (table S3, figure S4). 

Table S3. Statistical analysis of wound healing percentage between anti-contraction and 

control groups during the whole protocol.   

 

 

a 

b 

c 
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Figure S4. Effect of anti-contraction device on wound healing percentage after a 4 mm 

biopsy punch in comparison with control group.  

2. Iontophoresis protocol and experimental procedure 

Animals were anesthetized with isoflurane and placed on a thermal pad to maintain the 

temperature at 37.5°C. A passive electrode (PF 384, PeriIont System, Perimed, Järfälla, 

Sweden) was wrapped around the mouse tail and both active and passive electrode were 

connected to a constant current generator plugged into a personal computer (PeriIont Micro 

Pharmacology System, PeriIont System, Perimed, Järfälla, Sweden). Active electrode was 

filled with 350 µL of treprostinil of vehicle solution. A 100µA current was generated and 

delivered between the electrodes during 20 minutes. Cutaneous resistance was recorded in 

real time during the whole sequence.  
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3. Microvascular reactivity assessment  

Before ulcer induction, microvascular reactivity was measured on the whole skin area of 

interest to determine basal reactivity. After wound recovery, microvascular reactivity was re-

assessed. Scared tissue and healthy peripheral tissue were analyzed distinctly to compare 

microvascular reactivity of both areas.  

Sodium nitroprusside (Serb, Paris, France) (MW 215.9 g mol-1) solution was diluted with 

sterile water to obtain a 38mM solution and acetylcholine was diluted with water saline to 

obtain a 68mM solution. Iontophoresis probes (LI 611, Perimed, Järfälla, Sweden) were 

placed on the skin region of interest (ROI) and filled with SNP 38mM or Ach 68mM. A 

cathodal iontophoresis was performed for 10 min with current set at 100 µA for SNP, and 

the same protocol with anodal polarity was applied for Ach. Laser Doppler Imaging (LDI) was 

used to measure skin blood flow variations throughout the challenges. LDI scan head 

(PeriScan PIM 3 System, Perimed, Järfälla, Sweden) was placed 17 cm above mice skin. The 

ƌesolutioŶ ǁas set at ͚ŵediuŵ͛ ;Ϯŵŵ step length) to obtain an acquisition rate of one scan 

per minute. Skin blood flow was recorded 5 min before, during and 10 min after 

iontophoresis. Data were expressed as arbitrary perfusion units (PU). In order to take into 

account inter-individual BL variations, data were subsequently expressed as a percentage 

change from BL (%BL). Median of the plateau value was calculated over the last five minutes 

of iontophoresis sequence.  

4. Quantification of treprostinil 

Twenty-four BALB/c healthy mice were prepared as previously described and 

randomly allocated to three groups: the first group received a single iontophoresis of 

treprostinil on healthy skin, the second group received a 6-mm excisional wound followed by 
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a single iontophoresis over the ulcer, while the third group received a 6-mm excisional 

wound followed by a single iontophoresis sequence of treprostinil 3 days post-wounding, 

over granulation tissue.  At the end of each iontophoresis sequence, treprostinil solution was 

collected from the electrode compartment before removing the electrode and stored at 6°C. 

Exposed area was washed profusely and residual treprostinil adsorbed onto the stratum 

corneum layer was eliminated by tapes stripping. Peripheral skin exposed to treprostinil 

iontophoresis was harvested using a scalpel, thoroughly rinsed, dried, weighted and placed 

into a Precellys® tube containing 500µl of an extraction buffer (methanol/Acetonitril). 

Extraction of treprostinil from skin was performed by centrifugation with Precellys 

homogenizers during a 1-min cycle at 5000 rpm. Supernatant was stocked at -80°C. Blood 

was collected, centrifuged and plasma was stocked at -80°C. Treprostinil was quantified in 

residual solution, in tissue extract solution and in plasma sample as described by Roustit et 

al. (M. Roustit et al., 2014).  Treprostinil was quantified by liquid chromatography – tandem 

mass spectrometry (LC-MS/MS). 100 µl of sample (residual solution, tissue extract solution 

or plasma) were treated with 120 µL of a precipitation reagent (ZnSO4 60 mM/methanol 

ϯϬ/ϳϬ ǀ/ǀͿ ĐoŶtaiŶiŶg the isotope laďeled iŶteƌŶal staŶdaƌd ;ϲ keto PGFϭα-d4). After vortex-

mixing and centrifugation at 20 000 g for 15 min, the supernatant was collected and put in 

an autosampler vial ready for injection. A two dimensional liquid chromatography was 

performed. First, an online sample clean-up step was performed on a Perfusion column 

POROS R1/10 micron 4.6 × 50 mm (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), with an 

aqueous mobile phase containing 30% methanol and 0.07% formic acid. Then, the 

compounds of interest was trapped on the perfusion column were eluted through the 

analytical column Vydac Denali C18 2 × 150 mm (Grace, Hesperia, CA, USA) housed in the 

column oven maintained at 60°C. An elution gradient was performed with a mixture of 0.3% 
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acetic acid in water (eluent A) and acetonitrile (eluent B) with a starting composition of 30% 

B, increasing to 75% B in 3 min, and with a subsequent clean-up step at 100% for 5 min and a 

re-equilibration step of 30% B for 1.5 min. The complete two dimensional chromatographic 

run lasted 11 min per sample. 

Measurements was performed on an API 4000 tandem mass spectrometer (ABSciex, 

Toronto, Canada) equipped with a turbo V® ion source. Quantification was achieved in the 

multiple reaction monitoring (MRM) mode, monitoring two ion transitions for treprostinil 

(m/z 389.2/331.2 for quantization, m/z 389.2/143.1 for confirmation) and one ion transition 

foƌ ϲ keto PGFϭα-d4 (m/z 373.3/167.1). Calibration curves were calculated by least-square 

regression with a 1/x weighting with linear regression.  
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B. SUPPLEMENTARY RESULTS  

1. Dermal thickness in HOCl model of scleroderma 

Mice that received HOCl injections during 6 weeks presented an increased dermal 

thickness (p<0.001) (Figure S5). Dermal thickness of mice that received PBS instead was 

unchanged (data not shown). 

 

Figure S5. HOCl injection during 6 weeks induced an increase of dermal thickness.* 

p<0.001 

2. Iontophoresis of treprostinil enhanced wound healing process on PBS mice  

We observed a significant difference in wound healing process between sham, control 

and treprostinil groups during the early phase (p<0.001). Post-hoc comparison tests showed 

that treprostinil increase wound healing process in comparison with both sham and control 

groups (p<0.001 with both groups). During the late phase, wound healing was different 

between the three groups (p=0.014) and treprostinil produced a significant increase in 

comparison with both sham and control groups (p=0.019 and p=0.046, respectively) (figure 

S6). 
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Detailed analysis showed that in sham group the original wound area was significantly 

lower than in treprostinil group (34.02 mm² vs 43.12 mm², p=0.002) and slightly lower than 

in control group (34.02 mm² vs 39.58 mm², p=0.058).  

 

Figure S6. Effect of iontophoresis of treprostinil and NaCl 0.9% on wound healing process 

on PBS mice in comparison with sham group. 

3. Iontophoresis of treprostinil enhanced wound healing process on uPAR
+/+

 mice 

During the early phase, treprostinil treated mice improved wound healing in comparison 

with sham animals (p=0.015). %WH1; %WH2 and %WH3 were significantly higher in 

treprostinil group (p=0.009, p=0.026 and p=0.014, respectively) but %WH4 was not different 

between the two groups (p=0.295). During the late phase, wound healing was not different 

between groups (p=0.173) (figure S7). 
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Figure S7. Effect of iontophoresis of treprostinil 0.64mM on wound healing process on 

uPAR
+/+

 mice in comparison with sham group. *p<0.05 

4. Iontophoresis of treprostinil enhanced wound healing process on HOCl mice with 4-

mm wound 

We observed a significant difference in wound healing process between sham, control 

and treprostinil groups during the early phase (p=0.003). Post-hoc comparison test showed 

that treprostinil group presented an accelerated wound healing process in comparison with 

sham group (p=0.022) and with control group (p=0.003). On day 4, %WH4 was higher in 

treprostinil group than both sham and control groups (p = 0.004 and p = 0.002 respectively). 

During the late phase, wound healing was different between the three groups (p=0.006) and 

treprostinil induced a significant increase in comparison with sham group (p=0.024) but not 

with control group (p=0.890) (figure S8). 

Original wound area in control group was higher than in sham and treprostinil groups 

with 25.00 mm² vs. 16.70 mm² and 17.78 mm² respectively (1-way ANOVA post-hoc test 

p=0.003 and p=0.009 respectively).  

-20

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10 12

W
o

u
n

d
 A

re
a

 

(%
 o

f 
o

ri
g

in
a

l 
si

ze
) 

Day post Wounding 

sham treprostinil

p=0.015 



 

127 

 

 

Figure S8. Effect of iontophoresis of treprostinil and NaCl 0.9% on healing process after a 

4-mm wound on HOCl mice in comparison with sham group.  
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PARTIE 3. DISCUSSION 

Ce tƌaǀail de thğse s͛iŶsĐƌit daŶs uŶ pƌojet à loŶg teƌŵe ǀisaŶt à ŵettƌe au poiŶt uŶe 

stratégie thérapeutique alternative dans la prise en charge des ulcères digitaux du patient 

sclérodermique en administrant localement un vasodilatateur par voie iontophorétique. 

L͛idĠe d͛utiliseƌ l͛ioŶtophoƌğse thĠƌapeutiƋue Đoŵŵe ǀoie d͛adŵiŶistƌatioŶ est la ƌĠsultante 

d͛uŶ ĐoŶstat siŵple : les traitements systémiques engendrent de nombreux effets 

indésirables et des effets bénéfiques souvent iŶsuffisaŶts. Nous faisoŶs l͛hǇpothğse Ƌu͛eŶ 

administrant un vasodilatateur localement par une méthode active nous serons en mesure 

de limiter les effets secondaires tout en augmentant la concentration dermique en 

médicament et ainsi favoriser la cicatrisation des plaies.  

Pour mener à bien ce projet, nous avons séparé le travail en deux phases bien 

distinctes associant études précliniques et études cliniques : A)  faisabilité, identification des 

candidats et tolérance sur peau non lésée ; et BͿ pƌeuǀe de ĐoŶĐept, pƌeuǀe d͛effiĐaĐitĠ et 

tolĠƌaŶĐe suƌ peau lĠsĠe. DaŶs Đe tƌaǀail de thğse j͛ai ĠtĠ aŵeŶĠ à paƌtiĐipeƌ au 

développement et à l͛ĠǀaluatioŶ préclinique des deux phases. 

L͛oďjeĐtif de la phase A est d͛ideŶtifieƌ uŶ ŵaǆiŵuŵ de ĐaŶdidats susĐeptiďles d͛iŶduiƌe 

une augmentation du flux sanguin cutané parmi les classes de vasodilatateurs actifs sur le 

tonus vasculaire. Un premier modèle animal sur peau saine de rat a été développé pour 

dĠteĐteƌ les ŵolĠĐules Đapaďles à la fois d͛ġtƌe tƌaŶspoƌtĠes paƌ ǀoie ioŶtophoƌĠtiƋue et de 

produire un effet local observable. Quatre classes de molécules ont été étudiées depuis le 

début du projet: les agonistes du récepteur IP analogues ou non analogue de la PGI2, les 

aŶtagoŶistes du ƌĠĐepteuƌ à l͛eŶdothĠliŶe-1, les stimulateurs de la sGC et les activateurs de 

la sGC. Au total, 12 molécules ont été testées sur le modèle animal de screening. Six ont 

montré des résultats significatifs (table 2Ϳ et pouƌ l͛iŶstaŶt Ƌuatƌe oŶt pu ġtƌe ĠǀaluĠes Đhez 
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le volontaire sain. Les deux derniers ĐaŶdidats Ŷ͛aǇaŶt pas eŶĐoƌe d͛autoƌisatioŶ de ŵise suƌ 

le ŵaƌĐhĠ, leuƌ ĠǀaluatioŶ Đhez l͛hoŵŵe Ŷ͛a pas pu ġtƌe ƌĠalisĠe à Đe jouƌ. L͛Ġtape de 

screening sur animal est absolument nécessaire car chaque molécule possède un profil 

iontophorétique bien particulier, dépendant des propriétés physicochimiques (charge, 

polarité, masse moléculaire, taille) et de la formulation (concentration, co-ions, pH), Ƌu͛il est 

impossible de prédire. En comparant brièvement les paramètres des différentes molécules 

testées nous pouvons effectivement constater que deux molécules comme le cinaciguat et 

BAY 60-ϮϳϳϬ  Ƌui soŶt d͛appaƌeŶĐe très proches ne produisent finalement pas le même 

effet. Il est important de préciser que, dans notre modèle, nous utilisons une méthode 

indirecte pour détecter le transport du ĐaŶdidat daŶs le deƌŵe puisƋue Đ͛est soŶ effet 

pharmacodynamique qui est mesuré et non sa concentration tissulaire. Un candidat qui ne 

pƌoduit pas d͛effet dĠteĐtaďle Ŷ͛a pas ŶĠĐessaiƌeŵeŶt uŶ ŵauǀais pƌofil ioŶtophoƌĠtiƋue, il 

se peut tout simplement que la molécule Ŷ͛aie pas atteint sa cible ou que la cible ne réponde 

pas comme préǀue. Cette iŶĐapaĐitĠ à pƌĠdiƌe aǀeĐ pƌĠĐisioŶ le ĐoŵpoƌteŵeŶt d͛uŶ 

ĐaŶdidat ƌeŶd oďligatoiƌe l͛Ġtape pƌĠĐliŶiƋue. A l͛heuƌe aĐtuelle le tƌepƌostiŶil a fƌaŶĐhi aǀeĐ 

suĐĐğs toutes les Ġtapes d͛ideŶtifiĐatioŶ, de faisaďilitĠ  ainsi que de tolérance, et se trouve 

dans la seconde phase de développement (phase B). Il s͛agit du ĐaŶdidat le plus sĠƌieuǆ pouƌ 

uŶ dĠǀeloppeŵeŶt à ǀeŶiƌ, ŵais pas Đe Ŷ͛est pas le seul.  
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Table 2. Propriétés physicochimiques des molécules testées et effet sur la perfusion cutanée 

sur le modèle de rat 

 

Les données encourageantes obtenues lors de la première phase avec les stimulateurs et 

les activateurs de la guanylate cyclase soluble ouvrent de nouvelles perspectives. Grâce à 

leur action sur les cellules musculaires lisses, les agonistes de la sGC sont capables de 

produire une relaxation vasculaire puissante des gros vaisseaux comme cela a été montré 

aǀeĐ le ƌioĐiguat daŶs l͛HTAP et des petits ǀaisseauǆ Đoŵŵe Ŷous l͛aǀoŶs oďseƌǀĠ suƌ Ŷotƌe 

modèle animal. A cet effet sur le toŶus ǀasĐulaiƌe s͛ajoute uŶ effet aŶti-fibrotique 

particulièrement intéressant et pertinent dans le contexte de la sclérodermie. Beyer et al. 

oŶt ŶotaŵŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛adŵiŶistƌatioŶ d͛uŶ stiŵulateuƌ de la sGC suƌ deuǆ ŵodğles de 

fibroses cutanée, TSK-1 et bléomycine, était capable de traiter la fibrose cutanée mais aussi 

de prévenir sa survenue (Beyer et al., 2012). Ces deux propriétés pharmacologiques font des 

stimulateurs et surtout des activateurs de la sGC de sérieux candidats pour la seconde phase 

du développement. Mais avant cela, des expériences sur animal et sur volontaires sains sont 

eŶĐoƌe à pƌĠǀoiƌ pouƌ s͛assuƌeƌ d͛uŶe paƌt Ƌue l͛effet ƌetƌouǀĠ Đhez l͛aŶiŵal est ďieŶ 
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tƌaŶsposaďle à l͛hoŵŵe et suƌtout pouƌ ǀĠƌifieƌ la tolĠƌaŶĐe au pƌoduit. UŶ essai de phase II 

ŵeŶĠ aǀeĐ le ĐiŶaĐiguat suƌ des patieŶts atteiŶts d͛iŶsuffisaŶĐe ĐaƌdiaƋue aigue a dû ġtƌe 

aƌƌġtĠ pƌĠĐoĐeŵeŶt eŶ ƌaisoŶ de la suƌǀeŶue d͛hǇpoteŶsioŶ sĠǀğƌe Đhez pƌğs d͛uŶ tieƌs des 

patients traités (Erdmann et al., 2013). Dans cet essai le traitement était administré par voie 

sǇstĠŵiƋue Đe Ƌui peut eǆpliƋueƌ l͛iŶteŶsitĠ des hǇpoteŶsioŶs. EŶ aǇaŶt ƌeĐouƌs à la ǀoie 

iontophorétique nous espérons limiter ces hypotensions voire les faire disparaitre. Des 

résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire ont montré que l͛ioŶtophoƌğse de 

cinaciguat était susceptible de provoquer des hypotensions, mais la baisse de pression 

artérielle enregistrée était seulement de 5%. Si une telle baisse, correspondant à une 

hǇpoteŶsioŶ lĠgğƌe, Ġtait ƌetƌouǀĠe Đhez l͛hoŵŵe elle Ŷe deǀƌait pas ĐoŶstitueƌ uŶ ŵotif 

d͛aƌƌġt de l͛Ġtude. A titƌe de ĐoŵpaƌaisoŶ les Ġtudes de tolĠƌaŶĐes ŵeŶĠes Đhez le ǀoloŶtaiƌe 

saiŶ et Đhez le patieŶt ““Đ aǀeĐ le tƌepƌostiŶil Ŷ͛oŶt ŵoŶtƌĠ aucune baisse significative de la 

pression artérielle. Il faut cependant prendre quelques précautions vis-à-vis des essais de 

tolĠƌaŶĐe sǇstĠŵiƋue, Ƌue Đe soit aǀeĐ le tƌepƌostiŶil ou aǀeĐ d͛autƌes ŵolĠĐules. EŶ effet, 

ces études sont menées sur une peau iŶtğgƌe Đ͛est-à-diƌe ŶoŶ lĠsĠe. Oƌ Ƌu͛adǀieŶdƌa-t-il 

loƌsƋue l͛adŵiŶistƌatioŶ du ǀasodilatateuƌ seƌa appliƋuĠe au ĐoŶtaĐt d͛uŶ ulĐğƌe ? Les études 

de la première phase du développement ne suffisent pas pour répondre à cette question et 

seules les études de tolérance de la seconde phase nous y aideront.  

La seĐoŶde paƌtie du pƌojet a pouƌ oďjeĐtif de dĠŵoŶtƌeƌ la faisaďilitĠ et l͛effiĐaĐitĠ de 

l͛ioŶtophoƌğse de ǀasodilatateuƌs suƌ la ĐiĐatƌisatioŶ d͛uŶe plaie daŶs uŶ ĐoŶteǆte de de 

sclérodermie, ainsi que la tolérance systémique aux produits. La partie préclinique de cette 

phase a requis la mise au point de deux modèles de sclérodermie présentant un retard de 

cicatrisation : la souris uPAR
-/-

 et la souris HOCl. Pour les deux modèles, le retard observé 

concerne surtout la phase précoce de la ĐiĐatƌisatioŶ, Đ͛est-à-dire la période inflammatoire 
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et le début de la période de prolifération. Au vu de la physiopathologie de ces modèles, ce 

résultat semble cohérent. La souris uPAR
-/-

 est avant tout un modèle de vasculopathie et de 

fibrose, le retard de cicatrisation dans ce modèle est associé à une dérégulation de la 

dĠgƌadatioŶ de la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe ƌespoŶsaďle d͛uŶ dĠfaut de ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe et 

d͛aŶgiogĠŶğse. La souƌis HOCl est uŶ ŵodğle de fiďƌose associé à un important stress 

oǆǇdaŶt. Le ƌetaƌd de ĐiĐatƌisatioŶ peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶ dĠfaut de fiďƌiŶolǇse ĐoŶsĠĐutif à 

une hyperprolifération des fibroblastes et des composants de la matrice extracellulaire. Les 

écarts de cicatrisation entre les modèles et leur contrôle respectif atteignent leur maximum 

entre le 3
ème

 et le 7
ème

 jour de cicatrisation, ce qui correspond justement au début de la 

période de prolifération. Des analyses sur des biopsies de peau prélevées pendant cette 

période devront être réalisées pour confirmer cette hypothèse avec des données 

histologiques comme la quantité de collagène ou de myofibroblastes.  

Avec ces deux modèles, nous avons pu montrer que l͛ioŶtophoƌğse de treprostinil 

améliore la cicatrisation chez les animaux traités. Il s͛agit à Ŷotƌe ĐoŶŶaissaŶĐe de la 

première étude à obtenir ce résultat. En outre, cette  amélioration se traduit principalement 

par une accélération de la cicatrisation entre le 3
ème

 et le 7
ème

 jour par rapport aux animaux 

non traités. Ceci est cohérent aǀeĐ l͛effet ǀasodilatateuƌ du tƌepƌostiŶil puisƋue peŶdaŶt la 

phase de pƌolifĠƌatioŶ et d͛aŶgiogeŶğse l͛appƌoǀisioŶŶeŵeŶt eŶ ŶutƌiŵeŶts, eŶ faĐteuƌs de 

croissance et en oxygène est un essentiel. En augmentant le flux sanguin, le treprostinil 

favorise cet appoƌt tout eŶ aŵĠlioƌaŶt l͛effiĐaĐitĠ des ǀaisseauǆ ŶĠofoƌŵĠs. UŶe eǆpĠƌieŶĐe 

supplémentaire sera conduite pour comparer la densité vasculaire pendant cette période de 

prolifération chez les animaux traités par rapport aux témoins. Bien que très prometteurs, 

les résultats que nous avons présentés ici sont malheureusement encore insuffisants pour 

envisager une étude sur des patients slcérodermiques avec des ulcères digitaux. En effet, 
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Ŷotƌe tƌaǀail Ŷ͛a pas eŶĐoƌe ƌĠpoŶdu à la ƋuestioŶ de la tolĠƌaŶĐe liĠe à l͛utilisatioŶ de 

l͛ioŶtophoƌğse sur une plaie ouverte. Même si nous avons montré que le treprostinil se 

retrouve en quantité très faible (inférieur à 1.8 pg/ml)  dans la circulation générale après 20 

minutes de courant sur une peau non lésée de patients sclérodermiques, rien ne permet 

d͛affiƌŵeƌ Ƌue ce taux restera aussi faible si la iontophorèse est appliquée sur une plaie 

ouverte. Il est probable que les molécules de treprostinil accèdent à la circulation générale 

en grande quantité, en tout cas tant que le Đaillot de fiďƌiŶe Ŷ͛est pas foƌŵĠ. De plus, 

loƌsƋu͛uŶe ďƌğĐhe suƌǀieŶt suƌ la peau, le poteŶtiel au Đœuƌ de liaisoŶ Đhute ďƌutaleŵeŶt. La 

surface de peau péri-lésionnelle restée intacte présente alors une polarité négative plus 

forte que celle dans la lésion. En théorie, cette différence de polarité doit faciliter le 

tƌaŶspoƌt du ĐouƌaŶt ;et du tƌepƌostiŶilͿ ǀeƌs le ĐeŶtƌe de la plaie. EŶ effet, au Đouƌs d͛uŶe 

iontophorèse cathodale en condition physiologique normale, la polarité négative de la peau 

freine le transport des anions. En appliquant un courant cathodal autour et dans la plaie, le 

courant emprunte uŶ ĐheŵiŶ diƌigĠ ǀeƌs le Ŷiǀeau de polaƌitĠ le plus faiďle Đ͛est-à-dire vers 

le Đœuƌ de la lĠsioŶ. Le ƌisƋue d͛uŶ tel phĠŶoŵğŶe seƌait Ƌue le tƌepƌostinil se retrouve en 

forte concentration au centre de la liaison et pénètre dans la circulation générale en forte 

quantité.  

Deux expériences seront menées sur souris saines pour tenter de répondre à cette 

question. La première consistera à comparer les concentrations plasmatiques et dermiques 

de tƌepƌostiŶil apƌğs ioŶtophoƌğse eŶtƌe uŶ gƌoupe d͛aŶiŵauǆ saŶs lésion, un groupe 

d͛aŶiŵauǆ aǀeĐ uŶe lĠsioŶ ĐutaŶĠe saŶs Đaillot de fiďƌiŶe et uŶ gƌoupe d͛aŶiŵauǆ aǀeĐ uŶe 

lésion cutanée où le caillot de fibrine s͛est foƌŵĠ. Cette Ġtude deǀƌait Ŷous appoƌteƌ des 

informations sur le passage systémique et sur la concentration dermique du treprostinil avec 

ou saŶs lĠsioŶ et suƌtout aǀeĐ ou saŶs Đaillot. UŶe seĐoŶde eǆpĠƌieŶĐe s͛iŶtĠƌesseƌa à la 
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mesure de pression artérielle chez des souris pendant l͛ioŶtophoƌğse de treprostinil, avec ou 

sans lésion, avec ou sans caillot de fibrine. La mesure de pression artérielle sera prise par 

pléthysmographie sur animal vigile. Techniquement, nous ne sommes pas encore capables 

de reproduire le protocole de iontophorèse sur un animal conscient mais nous développons 

un tube de contention spécialement ajouré au niveau dorsal pour rendre accessible 

l͛Ġlectrode de iontophorèse (figure 23). Avec à ce tube nous espérons être en mesure de 

faire des séquences de iontophorèse thérapeutique, des tests de réactivité vasculaire, de la 

mesure de pression artérielle et des photographies de cicatrisation sans avoir à anesthésier 

l͛aŶiŵal.  

Figure 23. Tube de contention avec une fenêtre amovible donnant accès à la partie dorsale 

de l͛aŶiŵal 

 

L͛aŶesthĠsie est uŶe liŵite iŵpoƌtaŶte daŶs Ŷos ŵodğles. Coŵŵe l͛a tƌğs ďieŶ dĠĐƌit 

Gargiulo dans deux articles puďliĠs eŶ ϮϬϭϮ, l͛utilisatioŶ d͛aŶesthĠsiƋues daŶs les 

expériences animales Ŷ͛est pas tƌiǀiale et le Đhoiǆ d͛uŶe ŵolĠĐule anesthésiante doit être 

motivé par une connaissance aigue des propriétés pharmacologiques et des risques 
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d͛iŶteƌfĠƌeŶĐes aǀeĐ l͛oďjet d͛Ġtude (Gargiulo et al., 2012). L͛aŶesthĠsie gazeuse est 

préférable pouƌ les pƌotoĐoles loŶgs Đoŵŵe le Ŷôtƌe, les ŵolĠĐules Đoŵŵe l͛halothaŶe, 

l͛isofluƌaŶe ou seǀofluƌaŶe pƌĠseƌǀeŶt ŵieuǆ la foŶĐtioŶ ĐaƌdioǀasĐulaiƌe Ƌue les 

anesthésiques injectables, ils sont également moins hépatotoxiques ou nephrotoxiques et 

permettent un réveil plus rapide. En revanche, ces anesthésiques gazeux provoquent une 

dépression respiratoire, une vasodilatation ou encore une hypotension supérieure à certains 

ageŶts iŶjeĐtaďles. Paƌ ailleuƌs, l͛auteuƌ ƌappoƌte  que plusieurs études ont montré un effet 

direct de l͛aŶesthĠsie sur la mesure de flux sanguin au niveau des membres postérieurs. Que 

Đe soit les ďaƌďituƌiƋues, le ŵĠlaŶge ǆǇlaziŶe/kĠtaŵiŶe ou l͛isofluƌaŶe, tous ŵodifieŶt la 

perfusion sanguine de manière plus ou moins importante. Concernant les études de flux 

sanguin cutané, la majorité des études rapportées ont utilisé un anesthésique injectable, 

souvent un mélange à base de kétamine. Une Ġtude puďliĠe paƌ l͛ĠƋuipe du Dr. Sigaudo-

Roussel a montré que la réactivité microvasculaire endothélium-dépendante pouvait être 

altérée chez les animaux anesthésiés par isoflurane à forte dose (2.1±0.3%), probablement 

en raison d͛une inactivation de la voie du NO. Dans notre étude sur les modèles de 

cicatrisation, tous les animaux des groupes « contrôle » et « treprostinil » reçoivent une 

anesthésie de 30 minutes par jour, 5 jours consécutifs pendant deux semaines. En 

choisissant une anesthésie gazeuse nous avons peut-être interféré avec le processus de 

ĐiĐatƌisatioŶ ou aǀeĐ l͛effet phaƌŵaĐologiƋue du tƌepƌostiŶil, ŵais en contrepartie nous 

aǀoŶs ĠǀitĠ les ƌisƋues assoĐiĠs à uŶe iŶjeĐtioŶ ƋuotidieŶŶe d͛aŶesthĠsiƋue. EŶ dĠǀeloppaŶt 

l͛ioŶtophoƌğse sur animaux vigiles nous améliorerons considérablement notre modèle 

d͛Ġtude pƌĠĐliŶiƋue et Ŷos ĐhaŶĐes d͛uŶe ŵeilleuƌe tƌaŶspositioŶ des ƌĠsultats à l͛hoŵŵe.  
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Nous avons démontré que l͛ioŶtophoƌğse de treprostinil accélère la cicatrisation des 

plaies suƌ le ŵodğle HOCl. La ĐiŶĠtiƋue de ĐiĐatƌisatioŶ des aŶiŵauǆ du gƌoupe ĐoŶtƌôle Ŷ͛a 

pas montré de différence avec le groupe « sham » mis à part au premier jour de 

cicatrisation. Cette absence de différence peut s͛eǆpliƋueƌ paƌ uŶ effet tƌop faiďle du ĐouƌaŶt 

continu sur la cicatrisation. En utilisant un courant continu pulsé, il est possible que nous 

obtenions de meilleurs résultats dans le groupe recevant le courant seul mais également 

dans le groupe traité. 

L͛iŵpoƌtaŶĐe de disposeƌ d͛uŶ ŵodğle pƌĠĐliŶiƋue peƌfoƌŵaŶt est esseŶtielle daŶs le 

dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶe Ŷouǀelle stƌatĠgie thĠƌapeutiƋue. Il seƌt à démontrer la faisabilité 

d͛uŶe pƌoĐĠduƌe, à faiƌe des Ġtudes de ĐoŶĐept, à doŶŶeƌ uŶ apeƌçu de Đe Ƌui peut ġtƌe 

atteŶdu Đhez l͛hoŵŵe, à ŵieuǆ ĐoŵpƌeŶdƌe les ŵĠĐaŶisŵes sous-jacents. Nous avons 

ĐoŶsĐieŶĐe d͛uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de liŵites daŶs le ŵodğle tel Ƌu͛il est aĐtuelleŵeŶt et Ŷous 

tƌaǀailloŶs d͛oƌes et dĠjà suƌ des aŵĠlioƌatioŶs. Passage à des lĠsioŶs isĐhĠŵiƋues à la plaĐe 

des lĠsioŶs paƌ eǆĐisioŶ, ŵaiŶtieŶ des aŶiŵauǆ à uŶ Ġtat de ǀeille Đoŵpatiďle aǀeĐ l͛aŶalǇse 

microvasculaire, utilisation de protocoles pulsés de iontophorèse sont des pistes que nous 

allons explorer.  

En conclusion, ce travail de thèse montre que l͛ioŶtophoƌğse thérapeutique est une 

stratégie prometteuse dans la prise en charge des ulcères digitaux de la sclérodermie. Les 

travaux les plus avancés ont été réalisé avec le treprostinil un analogue de la PGI2. Une 

étude clinique avec des patients slcérodermiques qui présentent des ulcères digitaux est 

dĠjà pƌĠǀue pouƌ Ġǀalueƌ l͛effet du tƌepƌostiŶil suƌ la ĐiĐatƌisatioŶ. D͛autƌes ŵolĠĐules 

comme les stimulateurs et les activateurs de la guanylate cyclase soluble seront également 

testés très prochainement sur nos modğles aŶiŵauǆ puis Đhez l͛hoŵŵe si les résultats 

obtenus sont satisfaisants. Le modèle que nous avons mis en place est destiné à évoluer 
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pouƌ se ƌappƌoĐheƌ eŶĐoƌe d͛aǀaŶtage de la pathologie huŵaiŶe ŵais aussi pouƌ optiŵiseƌ 

notre stratégie dans la prise en charge des troubles trophiques de la sclérodermie 

systémique. 
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