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Avant-propos

Durant ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a la cicatrisation de plaies
cutanées en conditions pathologiques. En effet, certains contextes physiopathologiques sont a
I’origine de retard de cicatrisation, induisant une diminution de la qualité de vie des patients
et, dans le pire des cas, pouvant aboutir a des complications graves, telle que I’amputation du

membre atteint.

Nous nous sommes intéressés a deux pathologies développant des ulcéres cutanés
chroniques : la sclérodermie systémique et le diabéte. Bien que possédant des
physiopathologies différentes, ces deux maladies sont caractérisées par une atteinte
vasculaire, et plus spécifiquement par une dysfonction microvasculaire. Il est maintenant bien
connu que la microcirculation & un rdle clef dans la cicatrisation. Afin de stimuler ces
structures, les traitements pharmacologiques actuels des troubles trophiques s’effectuent
principalement par 1’administration systémique de molécules ayant des propriétés
vasodilatatrices et impliquées dans les mécanismes cicatriciels. Toutefois cette méthode
d’administration expose le patient a de nombreux effets indésirables inhérents a cette classe
médicamenteuse (hypotension, nausée, maux de crane..). De plus, nécessitant un suivi
médical, ce type d’administration est réalisé en structure hospitaliére durant plusieurs heures

selon la molécule administrée.

Afin d’améliorer la qualit¢ de vie des patients atteints d’ulceres chroniques tout en
améliorant leur délai de cicatrisation, notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années au
développement d’une administration locale de molécules. Notre choix s’est porté¢ sur
I’administration iontophorétique d’un analogue de le prostacycline, le tréprostinil. En effet,
suite a plusieurs études de screening de molécules par notre équipe, le tréprostinil est ressorti
comme ¢étant le meilleur candidat dans le traitement des ulceres cutanés. De son coté
I’iontophoreése permet 1’administration locale de molécules chargées par courant électrique.
Cette méthode permet d’obtenir un effet pharmacologique local fort tout en diminuant la dose

donnée au patient et son possible passage systémique.

Se basant sur ces études, I’objectif de cette thése a ¢été d’évaluer D’efficacité de

1‘administration iontophorétique d’un analogue de PGI, sur la cicatrisation d’ulceres cutanés



sur deux modeles murins pathologiques. Vous trouverez dans le corps de ce document, les
résultats obtenus sur ces différents modeles, tout d’abord concernant la sclérodermie

systémique puis le diabéte, présentés sous forme d’articles scientifiques.

En paralléle, nous nous sommes aussi intéressés a une autre approche
pharmacologique dans le traitement des troubles microvasculaires diabétiques (Annexe 1 :
Impact d’une inhibition locale de I’époxyde hydrolase soluble sur la dysfonction
microvasculaire cutanée diabétique - sEHDerme) ainsi qu’a D’effet conjugué d’une
comorbidité diabétique, le SAOS, sur la cicatrisation cutanée (Annexe 2 : Impact de I’hypoxie
intermittente sur la cicatrisation d’ulcéres cutanés ischémiques et excisionels sur un modele

murin diabétique — SASFOOT).



Résumé en francais

La cicatrisation est un processus complexe faisant intervenir de nombreux acteurs. En
contexte pathologique, ces processus peuvent étre altérés, entrainant un retard de cicatrisation

et I’augmentation du risque de survenue de complications.

Durant cette thése, par une approche préclinique, nous nous sommes intéressés a la
cicatrisation d’ulcéres cutanés dans deux pathologies : la sclérodermie systémique et le
diabete. La sclérodermie systémique est une maladie relativement rare, caractérisée par une
atteinte microvasculaire combinée a une fibrose cutanée. De son coté le diabéte est une
maladie plus fréquente caractérisée par une hyperglycémie chronique étant a 1’origine de
nombreuses complications. Bien que ces deux pathologies soient différentes d’un point de
vue physiopathologique, elles possédent toutes deux une altération de leur fonction
endothéliale ainsi qu'un retard de cicatrisation. Ce contexte physiopathologique augmente la
survenue de complications de la cicatrisation, pouvant dans le pire des cas aboutir a

I’amputation du membre atteint.

Nous avons tenté¢ dans ce travail de theése de valider 1’utilisation de I’iontophoréese de

tréprostinil, un analogue de la PGI,, dans le traitement de ces ulceres cutanés.

Succinctement, I’iontophorése est une technique d’administration locale de molécules
chargées au moyen d’un courant électrique. De plus, il est reconnu que le courant électrique a
un effet positif propre sur la cicatrisation cutanée. Nous avons donc tenté de combiner 1’effet

pharmacologique du médicament administré avec cet effet courant.

Les deux études principales de ce travail ont pu mettre en évidence la faisabilité et la
validation du traitement par iontophorese d’un analogue de la prostacycline d’ulcéres cutanés

dans un contexte sclérodermique et diabétique.

D’autres études précliniques devront toutefois étre menées afin de mieux comprendre

les mécanismes mis en jeu dans ces améliorations de cicatrisation.

Mots clés : Iontophorese, prostacycline, cicatrisation, diabéte, sclérodermie systémique.



Summary in english

Wound healing is a complex processes composed with a lot of actors. In pathological
context, these processes could be altered may lead to wound healing delay and increasing

incidence of complications.

During this thesis, my fundamental works focused on wound healing in two
pathologies: systemic scleroderma and diabetes. Systemic scleroderma is a rare pathology
characterized by a microvascular alteration and cutaneous fibrosis. On a other hand, diabetes
is characterized by chronic hyperglycemia would induced numerous complications. These two
pathologies are physio-pathologically differences. However they are both characterized by an
endothelial dysfunction and wound healing delay. This context increase incidence of wound

healing complications, and sometimes lead to an amputation.

My work has tried to validate the use of iontophoresis of treprostinil, a prostacycline

analogue, in the treatment on skin wound healing.

Briefly, iontophoresis is a local method of drugs administration with electric current.

Moreover, it’s well known that current alone has a positive impact on wound healing too.

We tried to combine in this thesis the pharmacological effect of an analogue of prostacycline

with this of the current alone.

Both mains studies showed the feasibility and validation of the treatment by iontophoresis of

a prostacycline analogue on wound healing in these two pathologies.

Furthers studies will be necessary to highlight mechanisms involved in this improvement.

Key words : Iontophoresis, prostacyclin, wound healing, diabetes systemic scleroderma.
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1 Microcirculation et cicatrisation cutanée

1.1 Lapeau

La peau est I’organe le plus étendu du corps humain. D une épaisseur allant de 0,5 mm
(paupieres, mamelon, pavillon de ’oreille) a 2,5 mm en moyenne (membres, thorax, paume),
voire 4 2 5 mm au niveau de la plante des pieds, elle représente pres de 10 a 15% du poids
total du corps humain pour une surface de 1.2 a 2.3 m?. Elle est constituée d’une structure en

multi-feuilles lui conférant plusieurs fonction essentielles“*(Figure 1).

poil
pore ou onfice de
glande sudoripare
couche comee
- (kératinisée)
papille du derme 3
i s eépiderme
graisse sous-cutanee e
plande sudoripare 29—
glande sébacée hypoderme ou tissu
- celiulaire sous-cutane
muscle
récepteur sensitif

fibre nerveuse
artére

veine
aponevrose

muscle éracteur ou
horripilateur

Figure 1 : Vue tridimensionnelle d’une coupe de peau’

La premiere fonction de la peau est de constituer une barriére physique entre
I’intérieur et D’extérieur de notre corps. Cette membrane semi-perméable va préserver le
milieu intérieur des bactéries, champignons et autres micro-organismes, des radiations, des
traumatismes ou encore des toxines chimiques auxquelles elle pourrait faire face. Elle va

¢galement permettre d’éviter une fuite des liquides corporels.
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En plus d’une fonction de barriére physique, la peau assure la premiére ligne de
défense contre les microorganismes de par son pH acide (4.7 a 5.6) et son renouvellement
perpétuel qui limite la fixation des pathogénes’. De plus, les cellules immunitaires la
constituant (cellules de Langerhans) interviennent dans la réponse immunitaire de

I’organisme’.

Pourvues de nombreux récepteurs sensoriels et richement innervée, la peau a
¢galement un role essentiel dans la perception de notre environnement, en ayant la capacité de
percevoir, et parfois de réagir, a des stimuli mécaniques (toucher, pression), chimiques, ou
thermiques (chaleur, froid) . La thermorégulation est en effet une fonction vitale, qui permet
de maintenir une homéothermie. Différents mécanismes physiologiques sont impliqués, au
premier rang desquels la vasomotricité de la microcirculation cutanée.

La peau a aussi une fonction métabolique, I’hypoderme étant une réserve d’énergie
sous la forme de triglycérides'’. La peau participe aussi a la synthése de vitamine D*.

Enfin la peau va jouer un role particulierement important dans les relations sociales.
En effet, elle constitue la premiére image que nous renvoyons aux autres, notre gestuelle, nos

humeurs, ayant des conséquences psychosociales non négligeables™.

1.1.1 Les structures de la peau

La peau se décompose en couches superposées (I’épiderme, le derme et I’hypoderme) qui

se distinguent par des structures cellulaires et des fonctions propres.

1.1.1.1 L’épiderme

L’épiderme est un épithélium pluristratifi¢ d’environ 1 mm d’épaisseur, non
vascularisé (ni vaisseaux sanguins, ni vaisseaux lymphatiques) mais qui renferme de
nombreuses terminaisons nerveuses. Son apport en nutriment se fait par diffusion depuis le
derme. Premicre barriére contre les agressions extérieures, il est constitué a hauteur de 80%
de kératinocytes (lieu de synthése de la kératine), tandis que le reste se partage entre les
mélanocytes (lieu de synthése de la mélanine, responsable de la pigmentation cutanée et
impliqué dans la protection face aux rayons ultraviolets), les cellules de Langerhans
(impliquées dans la défense immunitaire) et les cellules de Merkel (role de mécanorécepteur).

Le renouvellement de 1’épiderme se réalise par différenciation des kératinocytes
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(kératinisation), qui aboutit a une couche cornée constituée de cellules mortes anucléées et

aplaties qui desquament a la surface de la peau.
On distingue 4 couches au sein de 1’épiderme (Figure 2).

La couche basale (stratum basale), ou germinative, est la couche la plus profonde de
I’épiderme. C’est le compartiment prolifératif** responsable du renouvellement des cellules de
la peau. Composée d’une seule couche de kératinocytes prismatique ou cubiques, ces cellules
vont se diviser continuellement en deux cellules filles: I’'une va migrer vers la couche
épineuse tandis que 1’autre va rester dans la couche basale afin de continuer ce processus de

renouvellement.

La couche épineuse (stratum spinosum) est constituée d’une superposition de 5 a 6 strates
de kératinocytes qui vont s’aplatir au fur et & mesure de leur migration vers la couche

granuleuse.

La couche granuleuse (stratum granulosum) est formée d’environ 3 strates de

kératinocytes aplatis, fusiformes et disposés parallé¢lement a la surface cutanée®™.

Et enfin la couche cornée (ou stratum corneum - SC) est la couche la plus superficielle de
I’épiderme. Elle est constituée de 5 a 10 strates de cellules dépourvues de noyaux, trés aplaties
et trés kératinisées. Les kératinocytes appartenant au SC vont subir leur derniére
différenciation et deviendront des cornéocytes. Les plus périphériques se détacheront du SC

.16
par desquamation .

L’ensemble de ce processus se réalise en 30 a 45 jours chez I’Homme.

Figure 2: Schéma d'une coupe transversale de l'épiderme avec ses 4 différentes couches et les différents stades

de la différentiation des kératinocytes. 1) couche basale, 2) couche granuleuse, 3) couche épineuse et 4) stratum

17
corneum
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1.1.1.2 La jonction dermo-épidermique

Le derme et I’épiderme sont séparés par une membrane basale délimitant les papilles
dermiques par ses ondulations. Cette structure permet d’augmenter considérablement la

surface d’échange dermo-épidermique et de s’adapter a ses €tirements.

La jonction dermo-épidermique est une mince couche située entre le stratum basale et
le derme. Elle est constituée a la fois de kératinocytes et de fibroblastes dermiques®®. Elle joue
un rdle fondamental dans le support mécanique de I’épiderme (lieu d’adhésion des
kératinocytes de la couche basale), mais aussi en tant que barrieére sélective dans le controle
des échanges de produits métaboliques entre les 2 compartiments et le passage de certains
types cellulaires (cellules de Langerhans, lymphocytes) lors de processus immunitaires et

inflammatoires.

1.1.1.3 Lederme

Le derme, en moyenne 4 fois plus épais que I’épiderme, est un tissu conjonctif de
soutien compressible et €lastique. C’est une couche richement vascularisée et innervée qui
renferme les annexes de la peau (glandes sudoripares, glandes sébacées et follicules pileux). Il
joue un role fondamental dans le développement et la croissance de 1’épiderme’®, ainsi que
dans sa différenciation®. Il est composé de cellules, essentiellement les fibroblastes, et d’une
matrice extracellulaire constituée de molécules fibreuses (collagene et élastine) baignant dans
une substance amorphe nommée substance fondamentale (glycoprotéines de structure,
protéoglycanes et glycosaminoglycanes). De plus, le derme héberge un important réseau

vasculaire assurant la nutrition de I’épiderme et des nerfs permettant les perceptions cutanées.

Le derme est constitué de 2 parties :

Le derme superficiel (ou derme papillaire) est un tissu conjonctif lache qui s’insinue
entre les ondulations de la jonction dermo-épidermique, formant les papilles dermiques.
Principalement composé de fibres €lastiques et de collagéne disposé en un réseau peu dense et
irrégulier”, cette matrice est riche en cellules (fibroblastes, mastocytes et dendrocytes) et sert
de support aux fibres nerveuses ainsi qu’aux capillaires sanguins et lymphatiques, qui

constituent un véritable tissu nourricier pour 1’épiderme par diffusion”.

20



Le derme profond (derme réticulaire), qui représente les 4/5 de I’épaisseur du derme,
se différencie du derme papillaire par un tissu conjonctif plus dense de faisceaux épais de
fibres de collagéne et d’élastine, et toujours la présence de fibroblastes”. Ces fibres

s’orientent parallé¢lement a la surface de la peau afin d’en accroitre la résistance mécanique™.

Les cellules présentes dans le derme peuvent €tre regroupées en 2 catégories. La
premiere est composée de fibroblastes. Ce sont des cellules mobiles et fusiformes ayant un
role fondamental dans la synthese et la sécrétion des composants de la matrice extracellulaire
(MEC) (collagene, élastine ou la substance fondamentale), d’enzymes (les métalloprotéinases
matricielles - MMPs), des inhibiteurs de ces enzymes (« Tissue Inhibitor of
MetalloProteinases » - TIMPs), ainsi que de facteurs de croissance. Les fibroblastes sont aussi
trés importants dans le cadre de la cicatrisation : en cas d’agression, ils vont étre capables de
se multiplier en un tissu indifférencié trés vascularisé appelé « bourgeon charnu » ou « tissu
de granulation ». C’est a partir de ce bourgeon charnu que les différentes couches de la peau
vont pouvoir se différencier et reconstituer la peau lésée. Le second groupe concerne les
cellules migratoires impliquées dans les mécanismes de défense et de réponse immunitaires :

leucocytes, mastocytes, macrophages.

1.1.1.4 L’hypoderme

L’hypoderme est la partie la plus profonde de la peau et repose sur les aponévroses
musculaires ou directement sur le périoste osseux. C’est un tissu conjonctif lache, vascularisé
et innervé. Il est constitué¢ en grande partie d’adipocytes formant une réserve énergétique a
I’organisme. Ce tissu adipeux est aussi impliqué dans la thermorégulation et la protection

mécanique contre certains stress environnementaux (écrasement par exemple).

11 varie énormément en fonction du sexe, de I’age et le mode de vie des individus®. On
y retrouve les follicules pileux, les glandes sudoripares ainsi que des capteurs sensibles a la

chaleur, a la pression et au toucher.
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1.1.2 L’innervation cutanée

La peau, organe sensoriel par excellence, permet de ressentir et d’appréhender notre
environnement proche. Pour cela, elle est pourvue d’un systéme nerveux dense et varié
appartenant au systéme nerveux périphérique. L’innervation cutanée peut €tre divisée en 2

parties : la voie afférente ou sensitive, et la voie efférente.

La voie afférente transmet des informations au systéme nerveux central sur des
sensations mécaniques (pression, vibration, toucher, frottement), thermiques et
nociceptives’®?’. Cette innervation n’est pas distribuée de maniére homogéne dans le corps,
expliquant que certaines zones soient plus sensibles que d’autres (a I’exemple de la pulpe des
doigts, richement innervé). Deux plexus nerveux permettent cette distribution : le plexus
profond (a la jonction dermo-hypodermique) et le plexus superficiel (2 la jonction dermo
réticulo-papillaire). Les nerfs sensoriels sont classés en 4 catégories en fonction de leur
diamétre, de la quantité de myéline et de leur conductance. Afin de faciliter la lecture, les

caractéristiques de chacun d’entre elles sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Type de Vitesse de conductance Diameétre
Myélinisation Fonction
fibres (m/s) (nm)
o Motricité,
Aa Myélinisée 80 - 120 13-20 ; ;
proprioception
o Toucher, pression,
AB Myélinisée 35-90 6-12 o
vibration
Ad My¢élinisée 5-40 1-5 Douleur, température
C Amyeélinisée 05-2 02-1.5 Douleur, température

Tableau 3 : Classification des fibres nerveuses sensorielles. Adapté de 8

A Pextrémité de ces fibres se trouvent des récepteurs sensoriels. Ils peuvent étre libres
ou organisés en corpuscules (Figure 4). Les structures corpusculaires sont principalement de
type mécanorécepteurs. On y retrouve les corpuscules de Meissner (sensation tactiles fines),
de Ruffini et de Pacini (pression et étirement cutanée) et les disques de Merkel (pressions
légéres et sensibilité fine)***. Les terminaisons libres sont quant a elles impliquées dans la

mécanoréception, la nociception et la thermoception.
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Figure 4 : innervation cutanée

La voie efférente concerne le systéme nerveux somatique (contrdle des muscles
squelettiques) et autonome (systéme sympathique et parasympathique, impliquée dans
I’innervation des organes internes, les glandes et les vaisseaux sanguins). Les systémes
parasympathique et sympathique vont avoir, bien que souvent opposées, des actions
complémentaires. Par I’intermédiaire de neurones adrénergiques (systéme sympathique) ou
cholinergique (systéme parasympathique et sympathique dans le cas de la microcirculation),
ils vont permettre certaines régulations physiologiques fines telles que la vasomotricité et la

thermorégulation.

1.1.3 La microcirculation cutanée

1.1.3.1 Structure et fonction

La peau, comme tous les organes du corps, posséde un systéme vasculaire propre. De par

sa faible épaisseur, ce systeme appartient a la microcirculation. Elle assure 4 fonctions

principales® ™ :

- La nutrition et la perfusion tissulaire de la peau et des annexes cutanées.
- Larégulation de la pression artérielle systémique.
- La thermorégulation.

- Et I’adaptation contre des attaques mécaniques telles que des périodes d’ischémie

prolongées dii au poids du corps.
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La microcirculation est constituée de vaisseaux de petite taille allant des artérioles et des

veinules (entre 10 a 300 pm) aux capillaires (environ 6 pm)***

, répartis sur 2 couches
paralléles a la surface de la peau : le plexus profond et le plexus superficiel (ou papillaire)

(Figure 5).

Anse capillaire

Plexus vasculaire
Couche cornée sous-papillaire
t Artériole
“— ascendante
Epiderme = Veinule collectrice
=5 - — 3 SEE ; descendante
Derme papillaire —| ! i ! |
L LY, 17 nr = ] Plexus vasculaire
o P ; profond

[~ Réseau vasculaire

Derme réticulaire — d’une glande sébacée

Hypoderme —

. Follicule pileux et son réseau vasculaire
d'une glande sudorale

. . . . s 38
Figure 5 : La microcirculation cutanée

Le plexus superficiel est situé au niveau du derme papillaire. C’est a ce niveau que se
trouvent les anses capillaires, qui constituent le réseau nutritif de 1’épiderme. Il est connecté
au plexus profond, situé a la jonction dermo-hypodermique, par des artérioles ascendantes et
des veinules descendantes. Ce second plexus permet I’alimentation des glandes sudoripares,
des follicules pileux et des différentes structures du derme. Le plexus profond est quant a lui

alimenté par des artéres cutanées situé¢es dans un réseau hypodermique plus profond.

Ce réseau complexe, aussi appelé « lit vasculaire », est pourvu d’anastomoses artério-
veineuses (AVAs) (Figure 6). Ces AVAs sont situées entre les artérioles et les veinules et
agissent comme de véritables courts-circuits, en permettant le passage direct du sang des
artérioles aux veinules. Elles jouent ainsi un réle primordial dans les ajustements de débit
sanguin et sont fortement impliqués dans la thermorégulation®. Il existe plusieurs types
d’AVAs : certaines sont des vaisseaux courts, tres innervés et pourvus de nombreuses cellules
musculaires lisses (CML) ; d’autres sont de forme glomérulaire, et régulent le flux sanguin

grice a la présence de sphincters pré-capillaires.*
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Figure 6 : Exemples d’anastomoses artério-veineuses directe (gauche) ou gloémrulaire (droite).
A : artériole ; V : veinule. Issu de®

Chaque vaisseau sanguin est constitu¢ de 3 tuniques distinctes, de I’extérieur vers
I’intérieur : I’adventice, la média et I’intima (Figure 7). L’adventice est constitu¢ d’¢élastine,
de collagéne, de fibroblastes, de mastocytes et de macrophages*'. Comparée a celle des autres
tissus, I’adventice de la microcirculation possede une grande densité de récepteurs nerveux,
de nerfs sympathiques et parasympathiques®. De plus, ces nerfs sont situés a proximité de la
média, qui est constituée de nombreuses CML, expliquant I’importance du systéme nerveux
autonome dans la fonction microvasculaire®. De son coté, la média est constituée
principalement de CML, permettant le contrdle de la motricité vasculaire. Enfin 1’intima,
partie en contact avec le sang, est constituée d’une monocouche de cellules endothéliales.
L’agencement de cellules endothéliales entre elle, formant une gaine a I’intérieur du vaisseau,

s’appelle I’endothélium.
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Figure 7 : les structures vasculaires
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La constitution et la complexité de ces couches dépend du type de vaisseau sanguin.
Par exemple les artérioles sont composées d’une couche de CML tres épaisse, richement
pourvues de fibres nerveuses permettant les adaptations neuro-vasculaires. Au contraire, les
capillaires sont structurés d’une seule couche de cellules endothéliales entourées d’une
membrane basale. Ils ne sont pas pourvus de CML mais on peut observer a leur périphérie la
présence de nombreux péricytes jouant un réle dans le maintien structurel des capillaires, la

régulation du débit vasculaire ou encore I’angiogénése**°

1.1.3.2 Régulation du tonus vasculaire

La régulation du tonus vasculaire repose sur différents phénomenes physiologiques,
parmi lesquels le réflexe myogénique vasculaire ou encore la régulation nerveuse ou

endothéliale.

Le réflexe myogénique est décrit comme étant la contraction réflexe d’une cellule
musculaire suivant son étirement. Ce processus s’applique aux vaisseaux dont la paroi
contient des CML lorsque la pression sanguine augmente, augmentant le diametre vasculaire
et étirant les CML. Cet étirement engendrera entrée de Ca’’ intracellulaire et leur
contraction. Tout en maintenant le tonus vasculaire, ce mécanisme réflexe permet de protéger
les vaisseaux de possibles lésions (déchirures, étirements, augmentation de perméabilité

vasculaire...)".

Le contrdle neuro-vasculaire joue lui aussi un role essentiel dans la régulation du tonus
vasculaire. Lorsque les fibres nerveuses sont stimulées (que ce soit avec un stimulus
thermique par D’intermédiaire des récepteurs TRPV1** ou encore de pression par les
récepteurs ASIC3*), elles vont permettre la libération au niveau artériolaire de différents
neuropeptides, tels que le Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), le Pituitary Cyclase
Activating Polypeptide (PACAP), et de neurokinines (substance P, NKA, NKB). Ces agents
vont avoir une action vasodilatatrice en agissant directement sur les CML (par stimulation de
la voie de la guanylate cyclase (GC)) ou par I’intermédiaire de la cellule endothéliale et de la

voie du monoxyde d’azote (NO)***°.

Les CML et I’endothélium communiquent constamment pour maintenir et adapter le

tonus vasculaire. Si I’endothélium était initialement caractérisé comme étant une barriere
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semi-perméable inerte et uniforme, il est bien connu maintenant que c’est le lieu principal de
modulation de la vasomotricité, par la sécrétion de substances vasorelaxantes et

vasoconstrictrices.

Les forces de cisaillements et autres agonistes (tel que ’insuline, I’ATP, 1’acétylcholine,
I’adénosine, la bradykinine ou encore I'histamine) vont avoir un réle prédominant dans la
régulation de la vasomotricité en libérant des facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs®'.
Les facteurs vasodilatateurs regroupent le NO, certaines prostaglandines dont notamment la

prostacycline (PGI,) et les facteurs hyperpolarisants endothéliaux (EDHF) (Figure 8).
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Figure 8 : Les voies vasodilatatrices chez le sujet sain, dans le cas d’un test de réactivité a la chaleur

Les contraintes de cisaillement et les agonistes cités précédemment vont stimuler la
synthése de NO via la voie de PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)* ainsi que ’activation de
la voie de la PGI,. En effet, 1’activation d’une protéine G membranaire suite a ces
stimulations engendrera 1’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire via les
canaux potassiques calcium-dépendants®. Ce calcium intracellulaire permettra de lier la
calmoduline a la eNOS déclenchant la synthése de NO ainsi que la libération d’acide
arachidonique (AA)>>. Ces AA vont étre convertis en prostaglandines (PG) par la

prostaglandine H, synthase (PGH,S) suivant un processus en 2 étapes impliquant des
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cyclooxygénases et des peroxydases. PTGS1 (prostaglandine-endoperoxyde synthase-1),
autrement connu sous le nom de COX-1 (cyclooygénase-1), ainsi que PTGS2, ou COX-2,
vont permettre la synthése de la PGL. Une fois synthétisés au sein de la cellule endothéliale,
le NO et la PGI2 vont diffuser vers la CML et augmenter la formation de Guanosine
MonoPhosphate cyclique (¢cGMP) et de 1I'Adénosine MonoPhosphate cyclique (cAMP),
respectivement. L’action de la cGMP et de la CAMP sont identique, a savoir une diminution
de la concentration en calcium cellulaire, entrainant la relaxation de la CML d’ou une
vasodilatation. Il est intéressant de noter que, dans le muscle, la cGMP peut aussi stimuler
I’activité de cAMP, augmentant la sensibilité des mécanismes en jeu, et démontrant la
synergies des voies impliquées dans la régulation du tonus vasculaire®’. En condition saine, le

NO et la PGI, sont dominants dans la vasodilatation microvasculaire.

Les EDHF contribuent aussi a I’induction d’une vasodilatation®. Parmi eux, les acides
¢icosatriénoiques (EETs), sont également des métabolites de I’acide arachidonique, apres
biotransformation par différents isoformes du cytochrome P450 (CYP). Ces différents
¢léments vont diffuser jusqu’a la CML et y engendreront une hyperpolarisation cellulaire
précédant une relaxation des CML. Toutefois, la présence de NO au sein de la cellule
endothéliale inhibera 1’action du cytochrome et la syntheése des EETs. Dans ces conditions, la
vasodilatation sera préférentiellement induite par la voie du NO. Dans un contexte de non
disponibilit¢ du NO, la production de EETs augmentera afin de maintenir une fonction
vasculaire normale>. La complémentarité de ces voies de stimulation permet de maintenir un

endothélium fonctionnel méme en contexte pathologique.

Les cellules endothéliales vont aussi sécréter des facteurs vasoconstricteurs, appelés
facteurs endothéliaux de contraction (EDCF). 1l s’agit principalement de 1’endothéline-1 (ET-
1), de prostanoides tel que le thromboxane A,, ou encore la prostaglandine H,>. Leur action
permet de maintenir un tonus vasculaire constant et d’adapter la vasomotricité en réponse a un
stimulus spécifique. Prenons I’exemple de I’insuline. De nombreuses études ont mis en
¢vidence ’action de I’insuline dans 1’augmentation de la surface d’échange des capillaires,
I’adaptation du flux sanguin vers le réseau microvasculaire nutritif et les modifications de la

56,57

fonction endothéliale™’. L’activation du récepteur a I’insuline (IRS-1) stimulera la voie de

la PI3K entrainant une vasodilatation®® En effet, Baron et al >

ont été les premiers a
reporter I’effet de I’insuline sur la vasodilatation du réseau vasculaire résistif et, par voie de
conséquence, I’augmentation du flux sanguin au niveau musculaire. Toutefois cette méme

stimulation des récepteurs a I’insuline permettra I’activation de la voie Ras/MAPK entrainant
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une vasoconstriction par synthése d’ET-1. En condition physiologique, malgré cette double
activation, I’insuline aura un effet vasodilatateur®. En contexte pathologique (dysfonction
endothéliale, obésité) la vasodilatation induite par I’insuline sera altérée en faveur d’une
vasoconstriction endothéline-dépendant, contribuant a la pathologie métabolique® * Dans le
contexte diabétique, la diminution du taux d’insuline endogéne jouera une rdle dans la
dérégulation fonctionnelle de la microcirculation contribuant a I’instauration du cercle vicieux

de ’insulino-résistance diabétique® .

Cette balance vasomotrice est cruciale dans le maintien des fonctions cutanées. En
effet, cet équilibre permet de favoriser la régulation de facteurs pro-inflammatoires,
d’optimiser le recrutement leucocytaire, 1’agrégation et I’adhésion plaquettaire ainsi que
I’angiogenése et la prolifération des CML®'. De fait une dysfonction de la microcirculation
cutanée est associée a certaines pathologies, caractérisées notamment par une altération de la

cicatrisation.

1.2 Outils et méthodes d’exploration de la microcirculation

Ce chapitre présente quelques-uns des outils et techniques non-invasives utilisés dans

I’évaluation de la fonction endothéliale et de la structure microvasculaire.

1.2.1 Les outils

1.2.1.1 Vidéocapillaroscopie

La Vidéocapillaroscopie est une technique non-invasive d’exploration de la
morphologie, la densité et la fonctionnalité du réseau microvasculaire du pourtour proximal

126889 (Figure 9). Cette technique, trés fréquemment utilisée chez ’'Homme”’, est

de I’ongle
réalisée sous microscope a faible grossissement sous lumiére froide. Il est ainsi possible de
détecter une altération morphologique de la microcirculation traduisant d’une atteinte

69,71

pathologique™’". En effet, I’examen de la microcirculation péri-unguéale fait partie des
¢valuations précoces de caractérisation de la sclérodermie systémique (SSc). Une étude
récente a défini qu’il était préférable d’examiner le pourtour des 8 ongles (a défaut des
pouces) lors d’examens de routine afin d’étre certain de ne pas passer a coté d’anomalies et

de retarder la découverte de la pathologie’.
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Figure 9 : a) Microcirculation péri-unguéale saine et sclérodermique70. b) Vz’a’éocapillaroscope73

1.2.1.2 Laser Doppler Flowmetry (LDF) et le Laser Doppler Imaging (LDI)

Ces 2 outils sont basés sur I’effet Doppler et permettent d’obtenir un index de
perfusion microvasculaire’®. Expliqué simplement, un laser venant au contact des globules
rouges, renverra un laser réfléchit d’une longueur d’onde différente qui sera fonction de la
quantité¢ de globule rouge et de leur vélocité. Cette longueur d’onde réfléchit, apres traitement
informatique, donnera un index de la perfusion locale et, par extrapolation, permettra une

analyse des flux microvasculaires cutanés.

Le principal avantage de chacun de ces outils est la limite de 1’autre (Figure 10). En
effet, le LDF possede une trés grande résolution temporelle mais se retrouve limité par une
trés faible résolution spatiale, pouvant étre un biais a certaines études. Il permet de mesure en
continu la perfusion cutanée sur un volume d’environ 1 mm?® sous la sonde. D’un autre coté,
le LDI, permet tout d’abord de travailler sans contact avec la zone d’étude. De plus, il posséde
une grande résolution spatiale et une pénétration cutanée allant de 0.5 a 1 mm, mais le temps
d’acquisition de cette zone reste long et ne permet pas d’observer de rapides changements
microvasculaires”. Couplés a certaines méthodes de réactivité vasculaire (PORH,
iontophorese,...), il est ainsi possible d’étudier la fonction microvasculaire de maniére non-

invasive.
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Sender

Figure 10 : résolution spatiale du LDF a gauche (adapté de’®) , et du LDI d droite”

1.2.1.3 Laser Speckle Contrast Imaging (LSCI)

Comparable au LDI, le LSCI est une méthode d’évaluation de la microcirculation cutanée.
Comme son nom I’indique, la technologie speckle repose sur 1’analyse du contraste de
granularité. Expliqué simplement, un faisceau incident sera envoyé vers la peau. En fonction
de la granulation de la zone ciblée, les faisceaux réfléchis ne mettront pas tous le méme temps
pour revenir jusqu’au capteur, et permettront de créer une image de la granulation de cette
zone. En suivant I’évolution de cette granulation dans le temps, il est possible de déterminer
des changements structuraux de notre zone d’intérét. Sa pénétration cutanée est de 1’ordre de
300 pm, inférieure a celle du LDI, mais il est important de garder a 1’esprit que la profondeur
de pénétration est longueur d’onde dépendante’” et que 1’épaisseur cutanée varie en fonction
de la zone du corps étudiée. Toutefois, I’avantage principal du LSCI revient au fait qu’il
combine une importante résolution spatiale et une acquisition temporelle continue’®. Sa limite
principale reste sa sensibilit¢ au mouvement. Au vu du principe physique en jeu, les flux

lumineux ou les mouvements apparaitront comme des artefacts* (Figure 11).
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Figure 11 : Laser Speckle Contrast Imaging (Adapté de79)

1.2.1.4 L’oxymétrie transcutanée (TcP02)

La TcPO2 permet de mesurer la quantité d’oxygene diffusée depuis les capillaires
cutanés (Figure 12). Autrement dit, elle fournit une information instantanée et continue de la
capacité de I’organisme a fournir de 1I’oxygene aux tissus et donc de I’état général du systéme
circulatoire. Corrélée aux artériopathies périphériques, la donnée de TcPO2 est reconnu
comme ¢étant un facteur prédictif de cicatrisation dans le cas de la plaie du pied diabétique
(DFU) et indicateur de risque d’amputation®. D’un point de vue plus technique, 1’électrode
chauffe la peau a 44°c, induisant une vasodilatation par hyperémie thermique et facilitant les
échanges a travers la peau. Une électrode de Clark permettra de quantifier la quantité

d’oxygéne diffusée a travers la peau.

.tl:p 02 - Sensor Head

- . tcp 02 - skin Patch

I 02 - Tissue

~ Capillary

Figure 12 : Mesure de [’oxygénation transcutanée™
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1.2.2 Les tests de réactivité microvasculaire

1.2.2.1 L’hyperémie post-occlusive réactionnelle (PORH)

Le test de PORH donne un index de la vasodilatation endothélium-dépendante au
niveau des capillaires de la microcirculation cutanée (Figure 13). Couramment utilisé en
clinique, le principe repose sur le placement au niveau de la partie proximale du bras d’un
brassard qui sera gonflé durant 5 min a une pression supra- systolique, provoquant une
occlusion artérielle. Ce délai peut toutefois varier de 1 & 15 min selon les protocoles®™. Un
suivi doppler®, ou plus rarement par vidéocapillaroscopie®, sera réalisé, respectivement, sur
I’avant-bras et/ou le doigt ou bien au niveau péri-unguéal. Ce test peut aussi €tre réalisé au
niveau du membre inférieur avec une occlusion au niveau de la cuisse et un suivi doppler au

niveau du mollet®.
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Figure 13 : Hyperémie post-occlusive réactionnelle®

Au niveau microvasculaire, plusieurs acteurs participent a la PORH. La réponse
nerveuse est le principal d’entre eux. En effet, plusieurs études ont démontrés 1’implication

nerveuse dans le pic réactionnel de la PORH par blocage pharmacologique® ™.

Il est intéressant de remarquer que le NO et la voie des PTGS ne semblent pas
impliqués dans la réponse hyperémique®**®*'. En effet, dans une étude de Medow réalisée
au niveau du membre inférieur, un blocage de la NOS et I’inhibition de PTGS n’ont pas

86,87 et un

d’impact sur la PORH?*!. De plus, la voie des prostanoides ne semble pas impliquée
blocage du récepteur au thromboxane n’influence pas non plus le test®. Au contraire, le
PORH semble fortement induit les EDHF puisqu’une inhibition de cette voie entraine une

diminution réactionnelle substantielle au test®**’.
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1.2.2.2 Hyperémie Thermique Locale (LTH)

La thermorégulation est un mécanisme complexe faisant intervenir la microcirculation
cutanée avec I’implication des AVAs, ainsi que différentes voies de régulations. Suite a
différents protocoles de chauffage, il est actuellement recommandé d’utiliser une température
de sonde entre 42-44°c afin d’obtenir une réponse cutanée optimale sans sensation

70939 pendant une durée d’environ 30 min. Au-dela de 45 a 60

douloureuse pour les sujets
min, un effet «die away» apparait et est observable par une diminution du flux
microvasculaire’®. Le LTH se caractérise par une évolution biphasique : une premiére phase
dite « pic » puis une seconde phase appelée « plateau » (Figure 14).

La phase de pic apparait dans les 2 a4 3 minutes suivant le début du chauffage® et est

95-97

principalement d’origine nerveuse® ', avec une implication plus spécifique des TRPV1>.

La phase de plateau apparait plus tardivement, soit 20 a 30 minutes apres le début du
chauffage®. 1l est maintenant bien connu que cette seconde phase est NO-dépendante®”
* EDHF-dépendante’® avec une faible implication du systéme sympathique®™ et des
prostanoides’®. En effet, la part du NO et des EDHF dans la réponse tardive du LTH sont

100

respectivement de 60% et 40%, dont 20% de ce denier imputable aux EETs ™.

il Réactivité endothéliale
peak

Delayed plateau

42-44°C

Skin blood flux

Baseline flux
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\ 4

Réactivité neurovasculaire
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Figure 14 : Hyperémie thermique, adapté de®
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1.2.2.3 Iontophoreése d’acétylcholine (Ach) et de Nitroprussiate de Sodium (SNP)

L’iontophoreése est une technique non-invasive permettant de transporter des
molécules chargées au moyen d’un courant électrique de faible intensité'®. Couplé a un suivi
LDI, LDF ou LSCI, il est possible d’observer I’effet de ’administration locale de certaines
molécules sur le flux microvasculaire. Généralement deux tests de réactivité vasculaire sont
réalisés.

L’iontophorése de Ach renseigne sur la réactivité endothélium-dépendant'®. Son
action principale sur la cellule endothéliale induira I’activation de la eNOS et la synthése de
NO qui diffusera vers la CML, engendrant sa relaxation et une vasodilatation locale’”.

L’iontophorése de SNP renseigne sur la réactivité non-endothélium-dépendant'®.

Etant un donneur exogéne de NO, il agira directement sur la CML en induisant sa relaxation

par activation de la voie du NO **,

1.2.2.4 La vasodilatation induite par la pression (PIV)

La PIV est un mécanisme physiologique de défense contre les pressions cutanées.

106107 "] induira une vasodilatation

Aussi bien présent chez ’'Homme'® que chez le rongeur
locale limitant 1’apparition d’une ischémie tissulaire et la survenue d’ulceres ischémiques. Ce
mécanisme est altéré chez des personnes agées’ ainsi que dans certains troubles métaboliques

tels que le diabéte™®

, deux populations reconnues a risque dans la survenue d’ulcéres
ischémiques.

L’évaluation de la PIV se réalise par I’application d’une pression progressive
croissante sur la peau au moyen d’un dispositif équipé d’un LDF. Il est ainsi possible de
suivre le flux microvasculaire en fonction de ’évolution de la pression appliquée™®. Le flux
sanguin cutané augmentera jusqu’a un maximum avant de décroitre lorsque la pression
deviendra plus forte.

Plusieurs voies physiologiques semblent interagir dans ce mécanisme de défense.
Principalement impliqués, les nerfs sensoriels, par stimulation des canaux ASIC3* et
TRPV1'®, permettent de déclencher une cascade de réaction aboutissant & I’activation de la
voie du NO et des prostaglandines'®, induisant une relaxation des CML. La voie de ’EDHF
ne semble pas impliquée directement mais pourrait toutefois agir lors du vieillissement, suite

a Daltération des autres voies vasodilatatrices, afin de maintenir une PIV normale'*.
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1.3 Microcirculation cutanée et cicatrisation saine

La microcirculation joue un réle essentiel dans les apports d’oxygene et de nutriments

aux tissus sains. Elle est ainsi indispensable a 1’intégrité des tissus ainsi qu’a leur réparation.

La cicatrisation est un mécanisme complexe au cours duquel quatre étapes sont
traditionnellement décrites : I’hémostase, la phase inflammatoire, la phase de granulation et la
phase de remodelage. Le processus de cicatrisation ne se déroule pas comme une succession
de phases indépendantes mais comme un enchevétrement d’étapes dépendantes les unes des

112

autres - (Figure 15). En effet, une coordination fine de ces différents processus est

indispensable a la fermeture de la plaie et a la reconstruction d’un tissu sain et fonctionnel.

Une anomalie lors de I’enchainement ou lors d’une des étapes de ce processus peut
freiner, voire arréter le processus de cicatrisation et conduire a la chronicité de la plaie, ayant
pour conséquence une augmentation du risque d’infection, un risque de non cicatrisation ou

aboutir a des cicatrices pathologiques.
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Figure 15 : Les étapes de la cicatrisation
1.3.1 1¢re étape : 'hémostase

Il s’agit de la toute premicre réaction face a une attaque de la barriere cutanée. Une
plaie est une porte ouverte vers I'intérieur de notre corps pour tous les pathogenes et
représente un risque d’exsanguination. L’hémostase décrit ’ensemble des phénomeénes qui a
pour but de stopper le saignement au niveau de la plaie"®. Elle regroupe plusieurs

mécanismes, initiés simultanément et liés entre eux(Brass et al., 2005; Furie and Furie).
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Le premier est I’hémostase primaire, qui est une phase vasculo-plaquettaire permettant
la formation du clou plaquettaire (ou thrombus blanc) et I’activation d’une vasoconstriction
réflexe, immédiate et localisée, appelée « spasme vasculaire ». Au niveau de la bréche
vasculaire, le sous-endothélium est exposé au sang. Dans une situation normale les plaquettes
n’adhérent pas a I’endothélium des vaisseaux parce que I’endothélium des zones saines
produit de la PGIL, qui inhibe 1’agrégation plaquettaire (effet antithrombotique de
I’endothélium). Mais lors d’une atteinte vasculaire, elles vont entrer en contact avec le
collagéne mis a nu des parois vasculaires et des tissus 1€sés, activant ainsi leur agrégation.
Lorsque les plaquettes adhérent a la paroi vasculaire, elles s’activent et libérent des cytokines
ainsi que de nombreux médiateurs pro-inflammatoires (tels que le Thromboxane A (TXA), le
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le facteur de croissance de I’endothélium

vasculaire (VEGF), I’Adénosine diphosphate (ADP) ou encore la sérotonine).

Cette libération de thromboxane A2 et de sérotonine va entrainer une contraction des
cellules musculaires lisses de la média des vaisseaux situés au niveau de la lésion. Cette
vasoconstriction permettra de limiter voire d’arréter 1’exsanguination Iésionnelle et de
protéger I’individu d’une possible hémorragie. En quelques minutes, la diminution du flux
sanguin va entrainer une hypoxie tissulaire locale ainsi qu’une acidose. Cette hypoxie induira
la libération de métabolites vasoactifs (tels que le NO ou encore 1’adénosine) induisant la
relaxation des vaisseaux artériels et une vasodilatation ™.

L’hémostase secondaire est quant a elle caractérisée par la structuration du caillot par

18 Ces voies

la fibrine résultant du déclenchement de voies de signalisation de la coagulation
vont aboutir a I’activation du facteur X en Xa a I’origine de la synthése de la Prothrombine en
Thrombine. Il en résulte la conversion du fibrinogene en fibrine et la formation du caillot de

fibrine au sein du clou plaquettaire™’**.

Enfin la fibrinolyse a pour but d’empécher I’extension du caillot sanguin, permettant
par la suite sa dissolution, en dégradant le réseau de fibrine'®. L’acteur principal de la
fibrinolyse est la plasmine, enzyme protéolytique issue du plasminogéne, substance circulante
du sang et synthétisée dans le foie. Elle est capable, afin de dégrader le réseau de fibrine, de
détruire le fibrinogeéne ainsi que d’autres facteurs de coagulation. Le plasminogeéne est activé
en plasmine sous ’action de deux types d’activateurs. D’une part 1’activateur tissulaire du
plasminogene (tPA), principalement synthétisé par les cellules endothéliales au niveau de la
121

lIésion™=. D’autre part, I’'urokinase produite au niveau du caillot sanguin a partir de la pro-

urokinase'.
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Cette fibrinolyse est assurée par les cellules endothéliales préalablement activées et par
les macrophages qui vont produire de nombreuses MMPs, qui sont des activateurs du
plasminogene (et de la plasmine) capables de désagréger les membranes basales, le réseau de
fibrine et ses structures environnantes'”’. Les inhibiteurs de la plasmine comme 1’a2-
macroglobuline’®, 1’a2-antiplasmine'”, et les inhibiteurs de Dactivateur tissulaire du
plasminogéne (PAI-1 et le PAI-2)'* assurent 1’équilibre entre la coagulation et la

fibrinolyse™”.

1.3.2 2eétape: la phase inflammatoire

La phase inflammatoire a pour but d’empécher I’infection de la plaie par des
pathogénes extérieurs suite a la rupture de la fonction barriére de la peau. Comme décrit
précédemment, elle est initiée lors de I’hémostase par la libération de cytokines vasoactives et
pro-inflammatoires. Son rdle est double puisqu’elle sert a la détersion naturelle de la plaie et a

sa protection immunitaire (Figure 16).

Une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire locale vont étre
médiées par la libération d’histamine par les plaquettes activées, ainsi que par la libération de
facteurs vasoactifs lors de la rupture de la barriere endothéliale. En effet, lorsque les
membranes des cellules sont 1ésées, I’acide arachidonique est métabolisé par différentes voies
a D'origine de la synthése de facteurs vasoactifs tels que les prostanglandines (PG), les
leucotriénes, les EETs et le thromboxane'®. De plus, la libération de cytokines facilite le
passage des neutrophiles de la circulation sanguine a la zone 1ésée suivant un gradient

chimique (chimiotaxie), augmentant la réponse immunitaire et inflammatoire'*.

Les neutrophiles jouent un role majeur dans 1’élimination des corps étrangers, des
agents pathogeénes susceptibles de contaminer la plaie, mais également dans la suppression
des débris cellulaires et tissulaires'®. Ils vont par la suite entrer en apoptose ou seront
phagocytés par les macrophages. Ces derniers arriveront au niveau de la zone 1ésée suivant
des messagers chimiques et participeront a I’attraction des fibroblastes et des cellules
musculaires, interviendront dans la régulation inflammatoire, stimuleront I’angiogénese et

118

amélioreront la formation du tissu de granulation. En effet, les macrophages représentent un

important réservoir de facteurs de croissance (tels que le PDGF, le TGFp, I'IL1-, TNFa,

130

I’EGF (Facteur de croissance épidermique) ou encore du VEGF)™. On observe un pic de

concentration de macrophages entre 48 et 72 heures apres la 1ésion.
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Une inflammation prolongée peut conduire a un retard de la phase de prolifération,
exposant la plaie & un risque accru de chronicisation'”’. En effet, bien que médiée par
différents facteurs anti-inflammatoires, la diminution de I’inflammation au cours de la

cicatrisation contribue a la mise en place de la phase de prolifération™.
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Figure 16: Illustration de la phase d 'inﬂammaztion132

1.3.3 3ephase: phase de prolifération ou de granulation

La stimulation immunitaire et la fermeture précoce de la plaie permettent de limiter les
impacts de I’agression percue. Mais ces adaptations précoces ne sont que temporaires et peu
résistantes. Afin de recréer une peau fonctionnelle, des processus de prolifération vont se
mettre en place. Trois mécanismes vont interagir : la formation du tissu de granulation, son
épidémisation et I’angiogénese. Cette phase est initiée par des facteurs de croissance et des
cytokines libérées par les cellules immunitaires et les plaquettes durant les deux phases
précédentes. Elle commence 3 a 4 jours apres la formation de la plaie et se poursuit durant

deux a 4 semaines.

Lors de la formation du tissu de granulation, les fibroblastes se déplacent vers la plaie

grace aux molécules chimiotactiques produites lors de I’inflammation (FGF, PDGF, TGFp).
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Tout en suivant le réseau de fibrine, les fibroblastes vont le dégrader et constituer a la place
un réseau riche en fibronectine et en collagene de type III. Il s’agit de la formation du tissu de
granulation’®. Sous ’effet du PDGF libéré par les plaquettes, les fibroblastes vont se
multiplier au niveau de la plaie. Les macrophages, les cellules musculaires lisses et les
cellules endothéliales vont sécréter a leur tour des facteurs de croissance™*. Sous ’effet du
TGFB, les fibroblastes vont progressivement se différencier en myofibroblastes, caractérisés
par leur forme allongée™ ™. Ces myofibroblastes vont, par adhésion de leurs pseudopodes
aux protéines matricielles qui les entourent, se contracter et faciliter la fermeture mécanique

136,138

de la plaie

L’étape d’épidermisation a pour but de régénérer une barriere épidermique. Les

cellules épithéliales vont migrer a partir des berges de la plaie afin de fermer la zone

16sée™***°, Cette étape commence de fagon précoce aprés la blessure initiale. Les

kératinocytes vont sur-exprimer certaines intégrines (a2bl, a6b4) qui vont faciliter leur
migration par une grande affinité avec le collagéne et la fibronectine, présents en grande
quantité dans le tissu de granulation en cours de formation.

141

Actuellement deux modeles de migration des kératinocytes sont proposés™ (Figure

17). Le premier, le modéle «en feuillet » ou par glissement. Les kératinocytes migrent
horizontalement jusqu’a ce que la plaie soit complétement recouverte**>'**. Le second est dit

« en saute-mouton » ou par roulement. Les kératinocytes vont migrer les uns par-dessus les

144

autres jusqu’a leur ancrage a la MEC ou ils deviennent immobiles™. Une fois la totalité de la

plaie recouverte, les kératinocytes vont reprendre leur différenciation verticale pour reformer

un épiderme sain'****,

—_— o
Ry )

Figure 17 : Modéles de migration des kémtinocytes14

Enfin la formation de nouveaux vaisseaux est indispensable a la cicatrisation d’une
plaie. Elle permet I’apport en oxygeéne et en nutriments aux cellules présentes au niveau de la

plaie. Elle est déclenchée depuis la création du clou plaquettaire lors de 1’hémostase par la
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libération de TGFp, de PDGF et de FGF, et se poursuit jusqu’a la guérison de la plaie. Elle est
principalement régulée par les macrophages, les kératynocytes et les cellules
endothéliales™ ', En réponse a ’hypoxie tissulaire et par I’intermédiaire de HIF-1 (Facteur
induit par I’hypoxie 1), les cellules vont sécréter du VEGF, du FGF, du EGF et du TGFp.
L’oxygeéne apporté par ces nouveaux vaisseaux va se fixer sur HIF-1, bloquant ainsi
Iexpression du VEGF et régulant I’angiogénése™®. Durant la cicatrisation, la zone péri-

ulcérée sera donc richement vascularisée donnant une couleur rosée a cette nouvelle peau

(Figure 18).
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Figure 18 : la phase de prolifération133

1.3.4 4ephase:le remodelage

Cette dernicre phase du processus de cicatrisation est la plus longue. Elle peut durer de
plusieurs semaines a plusieurs mois et permet de finaliser la construction d’une peau saine

fonctionnellement et structurellement.

Régulé par les fibroblastes, le processus de dégradation va agir afin de restructurer la
MEC par la synthese et I’activation des MMPs et de leurs inhibiteurs TIMPs. Initialement
nécessaires a la migration et a la prolifération cellulaire, la fibronectine, I’acide hyaluronique
et le collagene de type III sont progressivement dégradés et remplacés par du collagéne de
type 1, des fibres élastiques et des glycoaminoglycanes constituant une matrice plus résistante
a la traction. De plus, I’oxygénation tissulaire ayant retrouvée son niveau physiologique,
I’angiogénese sera moins stimulée, le nombre de vaisseaux créés diminuera mais augmentera

148,149

en maturité observable par une taille plus importante. Cette réorganisation sera visible

par une atténuation de la rougeur de la cicatrice.
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2 Dysfonction microvasculaire et atteinte des processus de
cicatrisation

Dans certains contextes pathologiques, les processus de cicatrisation décrits
précédemment sont altérés, engendrant un retard de cicatrisation pouvant aller jusqu’a la perte
du membre atteint. Ces anomalies sont dans certains cas étroitement liées a une atteinte de la

microcirculation cutanée, qui est a I’origine d’une hypoxie tissulaire.

Nous nous sommes intéressés a deux pathologies qui différent sur le plan
physiopathologique, la sclérodermie systémique et le diabete. Pourtant elles sont toutes deux

caractérisées par une dysfonction microvasculaire cutanée et par la survenue d’ulceres.

2.1 Lasclérodermie systémique

2.1.1 Définition, classification et épidémiologie

La sclérodermie systémique est une maladie auto-immune rare représentant 158

150

cas/million d’habitants en France™. Neuf a quatorze milles patients sont atteints par cette

151,152

pathologie en France pour un ratio femme/homme entre 3/1 et 8/1"°. Elle se caractérise

par une dérégulation du systéme immunitaire, des lésions vasculaires touchant la micro et

macrocirculation™® et d’une fibrose cutanée et/ou viscérale®*.

La microangiopathie
sclérodermique se caractérise par des anomalies de structures et de fonctions vasculaires. Elle
est responsable de troubles touchant différentes parties du corpstel que des troubles
trophiques des extrémités (ischémie distale et ulceres digitaux), des atteintes vasculaires
pulmonaires et cutanées, mais aussi une atteinte rénale, digestive, de I’hypertension artérielle
155,156

pulmonaire et des atteintes cardiaques

I’EUropean Ligue Against Rheumatism (ACR/EULAR) ont défini des criteres de

. L’American College of Rheumatology and

classification de la maladie (tableau 19)™.
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Items Sous~-item(s) Poids/score

Epaississement cutané des doigts 9

des deux mains s’étendant jusqu’aux

articulations métacarpophalangiennes

(critere suffisant)

. i ; ) Doigts boudinés

Epaississement cutané des dmgts > X o i X . X
Sclérodactylie (en distalité des 4 articulations métacarpophalangiennes, 4

(ne compter que le score le plus élevé) ) k ) ) o )
mais proximale jusqu’aux articulations interphalangiennes)

Lésions pulpaires Ulcéres pulpaires 2
(ne compter que le score le plus élevé) Cicatrices pulpaires déprimées )
Télangiectasies - 2
Anomalies capillaroscopiques - 2

Hypertension artérielle pulmonaire

o . Hypertension artérielle pulmonaire 2
et/ou atteinte pulmonaire interstitielle ) o .
i Atteinte pulmonaire interstitielle 2
(score maximum 2)
Phénoméne de Raynaud - 5
i . Anti-centromeéres 3
Autoanticorps associés a la SSc . ) ,
i Anti-topo-isomérase | 3
(score maximum = 3) . ,
Anti-ARN polymérase 111 3

Tableau 19 : Criteres de classification ACR/EULAR (American college of rheumatology et European ligue
against rheumatism)157. Un score de 9 permet d’établir le diagnostic de sclérodermie systémique.

Ces altérations de la microcirculation cutanée sont impliquées dans la
physiopathologie des ulceres digitaux chroniques (Figure 20), qui représentent la principale
complication de la vasculopathie sclérodermique. En effet, la prévalence des ulcéres digitaux
dans la sclérodermie est de 1’ordre de 30 a 50%, selon les formes cliniques de la maladie.
Dans I’é¢tude EUSTAR de 2006, 43% des patients avec une sclérodermie cutanée diffuse
(dSSc) avaient des ulceres contre 33% de ceux ayant une sclérodermie cutanée limitée
(1SSc)™®. Avec un délai moyen de 76.2 jours pour la cicatrisation des ulcéres

sclérodermiques™, le risque de complication est important. Les plus fréquentes sont de 2

typeslé(kl62

Tout d’abord le risque d’infection. Elle survient dans un tiers des cas, avec I’apparition
d’un érythéme sensible et extensif, un exsudat purulent et une extension rapide de la nécrose.
Deuxieémement, la récidive. Un quart des patients récidivent en moins de 1 an et 32% en

moins de 2 ans.
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Figure 20. Caractéristiques cliniques de la vasculopathie sclérodermique. De gauche a droite : Syndrome de
Raynaud avec spasme des doigts et phase ischémique (ici le majeur), puis aggravation des troubles vasculaires
avec nécrose digitale et gangrene. Lésions déformantes séveres intégrant une sclérose cutanée majeure

(sclérodactylie) et des déformations articulaires. Adapté de 163

2.1.2 Physiopathologie de I'atteinte microcirculatoire et de 'ulcére sclérodermiques

La physiopathologie de la SSC est complexe et encore mal comprise, associant des
dysfonctionnements des cellules endothéliales, des fibroblastes et du systéme immunitaire.
L’interaction entre des causes environnementales et génétiques est a I’origine des altérations

vasculaires, immunitaires, inflammatoires et de la fibrose'®.

Les altérations microvasculaires et ’activation endothéliale apparaissent précocement

165,166 . . . .
»?, Les atteintes microvasculaires, d’abord fonctionnelles, vont

dans la pathologie
progressivement se manifester par des altérations morphologiques caractéristiques visibles a
la capillaroscopie (méga-capillaires, ramifications, puis a terme, raréfaction capillaire), avec
une prolifération des cellules musculaires lisses et un épaississement de I’intima'™’. Ces
adaptations pathologiques vont entrainer une diminution de la lumiére vasculaire a 1’origine

d’une hypoxie tissulaire et d’un stress oxydant'®.

Dans un contexte inflammatoire, les cellules endothéliales vont sur-exprimer a leur
surface des molécules d’adhésion (molécule d’adhésion des cellules vasculaires (VCAM),
molécule d’adhésion inter-cellulaire (ICAM), E-selectin) favorisant le recrutement de cellules
immunitaires™®'®*. De plus, les cellules endothéliales vont participer activement a ’apparition
d’une fibrose vasculaire. En effet, elles vont sécréter des facteurs pro-fibrosants et
vasoconstricteurs, tels que ET-1 et le Facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) au

170-172

détriment de vasodilatateurs (NO et prostacycline (PGl,)) De plus, les cellules

inflammatoires recrutées en grand nombre au niveau du site 1és¢ vont étre une source
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importante de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, et IL-6) et pro-fibrosantes (TGF, PDGF)
accentuant ce phénomeéne physiopathologique (Figure 21). Ces facteurs vont participer au
recrutement et a la prolifération des cellules musculaires lisses ainsi qu’a la sur-production

des composants de la MEC'?, constitutifs du phénotype fibrotique de la pathologie.

Stimulus environnemental

Cellule
endothélinle

Endothéline-1,
chimiokines

Moléculesy &
d'adhésion Hagestte
(—L¢-J-I—L¢.£_._.3°+A- ===
— Thrombine
Activation : Cellule
endothéliale ke dendritique
Plasmocyte Cellule B \ o
2 2
;@@ -
Autoanticorps Eel uIeT TR
Mucrophuge 1
w NO, prostacyclines
# Endothéline-1, IFN-a
CeIIuIE Th2
l LIERIES ] 14, 113

Fibroblaste

3 Cellules musculaires
es et péricytes

MEC: collagéne, fibronectine,
périostine, ténascine C,
acide hyaluronique

Fibrose cutanée

Figure 21 : physiopathologie de la sclérodermie™®

Un ¢élément clé de cette atteinte est le recrutement de fibroblastes et leur
différenciation en myofibroblastes résistants a 1’apoptose, qui sont les principaux acteurs de la
synthése de la MEC'”. L’activation de ces myofibroblastes est orchestrée par de nombreux
médiateurs dont le principal est le TGFP. Sécrété par les cellules immunitaires, les cellules
endothéliales et les fibroblastes, le TGFP sera un acteur pro-fibrosant par son action
spécifique sur la voie des Smad (voie impliquée dans la synthése du collagéne) mais aussi par
son action sur la synthése du CTGF, accentuant le déséquilibre pro-fibrotique. Il a aussi été

démontré que, méme en absence de TGFp, les fibroblastes de sujets sclérodermiques
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possedent une accumulation d’une forme phosphorylées de Smad3, facilitant la synthése du
collagéne ainsi qu’un défaut de rétrocontrole de cette méme voie'*. D’autres cytokines

comme les protéines chimiotractantes des monocytes 1 (MCP-1) sont aussi impliquées.

Toutes ces adaptations accroissent la réponse inflammatoire, ce qui accentue le
recrutement de fibroblastes et leur différenciation en myofibroblastes, constituant un cercle

vicieux ayant pour conséquence la fibrose tissulaire.

Un autre acteur important est le VEGF, dont la synthése est stimulée par la
perméabilité endothéliale accrue ainsi que par les phénoménes d’hypoxie. Son action qui
pourrait représenter une tentative de réparation des dégats vasculaires, est cependant
insuffisante et/ou inefficace. Ceci est illustré par I’augmentation de la concentration sérique
de VEGF, corrélée a la présence de zones avasculaires (visualisées en capillaroscopie péri-
unguéale) chez des patients sclérodermiques'®. Le VEGF pourrait également représenter un
lien entre D’atteinte vasculaire et la fibrose. En effet, il a été montré sur un modéle murin

délété au récepteur de type 2 du TGFp, un lien entre les voies du TGFp et celle du VEGF'®.

Ces adaptations pathologiques expliquent la microangiopathie (et dans une moindre
mesure, la macroangiopathie) de la maladie (Figure 22). De par D’atteinte endothéliale
(fonctionnelle) d’une part, et le remodelage de la paroi vasculaire d’autre part, les vaisseaux
perdent leur capacit¢ vasomotrice, aboutissant in fine a une hypoxie tissulaire, qui est

responsable du risque accru de troubles trophiques™®®*”>.

T Pathogenic Factors ]
A B K3 | D
Triggering Amplifying-maintaining m ]
Cytokines and growth factors Autoantibodies against cellular antigens |

h
s’ bl &'
factors and extracellular matrix-
producing cells
Immune damage to endothelial cells PDGFR, endothelial cells, fibroblasts,

ROS generation fibrillin-1
MMPL3, Nag:2

Transient or low oxidative stress Persistent oxidative stress and hypoxia

Fibroblast

Collagen Peripheral-blood

Lumen

Endothelial
cells N

Main symptoms
No symptoms Raynaud's phenomenon Fibrosis Skin atrophy

Edernatous phase Organ derangement

Digital ulcers

Figure 22 : les différents stades de la sclérodermie systémique168
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2.2 Lediabete

A T’inverse de la sclérodermie, le diabéte est une maladie trés répandue. Elle touche
prés de 422 millions d’adultes a travers le monde et environ 4.8% de la population en

France'’*""” (Figure 23).

NORTH AMERICA & CARIBBEAN EUROPE

USD 1in every USD 4 of the global diabetes 1in 6 live births is affected by
healthcare spending occurs in this region hyperglycaemia in pregnancy

Half the global diabetes healthcare spending 1in 7 adults in this region is at risk
occurs in this region of type 2 diabetes

2045
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-
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- _ 1out of 2 deaths due to
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the age of 60
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lives in this region

1in 4 live births is affected
by hyperglycaemia in pregnancy

Figure 23 : Nombre estimé de personnes atteintes de diabéte au niveau mondial
et par région en 2017 et 2045 (20-79 ans) 77

Appel¢ familierement la « maladie du sucre », le diabéte est caractérisé par une
hyperglycémie chronique. On distingue principalement le diabéte de type 1, dii a un défaut de
sécrétion de I’insuline secondaire a une destruction auto-immune des cellules  des ilots de
Langerhans pancréatiques, du diabete de type 2, secondaire a une insulino-résistance et/ou
une insulinopénie et associé au surpoids, a I’obésité et au manque d’activité physique chez des
personnes génétiquement prédisposées. Cette dérégulation métabolique a pour conséquences
des complications vasculaires micro- et macro-angiopathiques, neuropathiques, infectieuses,
et affecte différents organes (par exemple 1’ceil, le rein ou encore le systéme cardio-

vasculaire).
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2.2.1 Laplaie du pied diabétique (DFU)

La plaie du pied diabétique (DFU) est une complication grave et fréquente du diabete.
Prés de 15% des patients diabétiques seront affectés par un ulcére au cours de leur vie, et le
taux d’amputation du membre 1€sé comparé a une population non-diabétique est multiplié par
7'7%. Bien connu par les patients, le DFU se retrouve a la croisée des différentes complications
diabétiques. En effet, 3 mécanismes sont en jeu : la neuropathie, la micro/macroangioapthie et

le risque infectieux.

Comme nous I’avons décrit précédemment, la microcirculation cutanée est
indispensable au processus de cicatrisation. Dans le contexte du diabéte, I’atteinte de la
fonction mais aussi de la structure des micro-vaisseaux cutanés, trés étroitement liée a la

neuropathie, contribue a la survenue d’ulceres et a des troubles de leur cicatrisation.

2.2.2 Atteinte structurale de la microcirculation cutanée

Il a été observé chez des patients diabétiques de type 2 un remodelage microvasculaire
pathologique. La prolifération excessive des cellules musculaires lisses au sein de la média

entraine une augmentation du ratio média/lumiere, ce qui caractérise une hypertrophie

179

vasculaire™”. Cette hypertrophie engendre des altérations de la vasodilatation endothélium-

dépendante.

De plus, une diminution de la densité vasculaire a été observée au niveau cutané'® et

1181

endoneural ™. Ce changement structurel pathologique est plus prononcé dans les jambes de

sujets diabétiques, ceci étant possiblement dii a une pression hydrostatique plus importante™.

Ces adaptations structurelles pathologiques peuvent é&tre expliquées par
I’insulinopénie. En effet, I’insulino-thérapie intensive entraine une diminution de la largeur
des capillaires de muscles squelettiques en corrélation avec une diminution de 'Hbl1Ac'®,
Cela va dans le sens d’une implication de la voie de I’insuline dans la régulation structurelle

des vaisseaux.
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2.2.3 Dysfonction microvasculaire associée au diabéte

Si D’atteinte structurelle de la microcirculation est présente a un stade avancé de la
microangiopathie, 1’atteinte fonctionnelle a probablement un réle prédominant dans la

survenue de nombreuses complications du diabéte.

Au niveau cutané, D’atteinte fonctionnelle généralisée se manifeste notamment par
I’altération d’une des principales fonctions de la microcirculation, a savoir la
thermorégulation. En effet, la dissipation thermique a I’exercice de sujets atteints de diabéte

184185 Cette altération est le signe d’une dysfonction

(type 1 ou type 2) est altérée
microvasculaire. Les anastomoses artério-veineuses (AVAs) permettent de réguler la
thermorégulation. Elles permettent de réguler le passage du sang vers la surface cutanée. Par
ce principe, elles régulent les échanges thermiques avec 1’extérieur du corps. Une altération de

cette dissipation est signe d’une altération de fonction microvasculaire.

2.2.3.1 Caractérisation de l'atteinte de la réactivité vasculaire in vitro et in vivo

Des études in vitro ont montré la présence d’une dysfonction endothéliale sur des
vaisseaux issus de patients diabétiques de type 1. En effet, une diminution de la relaxation
vasculaire a été observée sur des micro-vaisseaux isolés, lors d’une stimulation a
I’acétylcholine '*. Cette baisse de réactivité vasculaire a été retrouvée in vivo au moyen de
différents tests non invasifs. Tout d’abord, la réactivit¢ vasculaire mesurée par
pléthysmographie suite a 1’administration systémique d’acétylcholine a montré un lien entre
hyperglycémie chronique et défaut de réactivité endothéliale chez des patients diabétiques de
type 1'*7'%, Par ailleurs, il existe une altération du recrutement des capillaires cutanés mesuré

89 En effet, les

par vidéo-capillaroscopie lors d’un test d’hyperémie post-occlusive
capillaires situés sur le dessus du pied de patients diabétiques semblent déja recrutés de

maniere maximale au repos, limitant leur adaptation physiologique a un stimulus.

Comme vu précédemment, le test de vasodilatation, induit par une hyperémie
thermique, permet d’évaluer la réactivité neurovasculaire (pic initial) et endothélial-dépendant
(plateau) des vaisseaux. Ces deux mécanismes ont ét€ mis en évidence par blocage nerveux
ou blocage de la voie du NO™, avec une implication de récepteurs spécifiques (TRPV1) dans

191

la réponse neurogénique . Ce test d’hyperémie thermique fait intervenir plusieurs processus

impliqués dans la vasodilatation réactionnelle permettant un large champ d’étude de ces
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mécanismes. Il a ainsi ét€¢ montré chez des patients diabétiques de type 1 une diminution de la

192,193

vasodilatation a la chaleur . Ces données ont été confirmées chez des enfants et

194,195

adolescents diabétiques ainsi que chez des sujets a risques de développer un diabétiques

2196,197

de type . Cette baisse de réactivité est plus marquée chez les patients diabétiques

. 198 . ~ ’ : 199
neuropathiques ~, voire méme seulement présente chez cette population .

L’administration locale d’agents vasoactifs est une autre méthode permettant de
déterminer la présence d’une dysfonction vasculaire. Couplée a une mesure du flux sanguin
cutanée, par exemple par laser Doppler ou LSCI, I’iontophorése d’acétylcholine permet
d’évaluer la vasodilatation endothélium-dépendante. Une diminution de cette vasodilatation a
été observée chez des patients avec un syndrome métabolique et diabétiques de type 22°°2%

o o 200,203,204
ainsi que diabétique de type 177

. De son c6té, le nitroprussiate de sodium est reconnu
comme ¢étant un vasodilatateur non-endothelium-dépendant. Une diminution de cette
vasodilatation a été observée chez des patients avec un syndrome métabolique, accentué chez

et les patients diabétique de type 2°*

. Avec ce deux tests, il est possible de déterminer la part
de I’endothélium et des CML dans la dysfonction microvasculaire’®. En effet, la dysfonction
endothéliale est maintenant bien connue chez les patients diabétiques et I’hypothése d’une
altération précoce de la fonction des CML pourrait contribuer a cette dysfonction

microvasculaire®®.

Une méta-analyse en réseau des différentes études évaluant la fonction vasculaire de
sujets en surpoids, obeéses, intolérants au glucose, porteurs d’un syndrome métabolique,
diabétiques sans ou avec complications vasculaires, montre un continuum dans [’atteinte
vasculaire entre ces différentes conditions. Cela suggere que I’atteinte vasculaire apparait

précocement dans le spectre de la maladie métabolique (Figure 24).
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A B

Health status Random Effects Model MD 95%-Cl Health status Random Effects Model SMD 95%-Cl
Overweight -0.41 (098, 0.15) Overweight L -0.20 (-0.48, 0.08)
Obese = -1.33 (-1.98,-067) Obese = -0.66 (-0.90,-0.41)
IGT —— -1.75 (-2.80,-0.70) IGT —— -0.63 (-1.10,-0.16)
MetS —- -1.99 (-273,-1.24) MetS —— -1.01 (-1.39,-0.63)
T2D = -3.22 (-369,-275) T2D L 3 -1.10 (-1.31,-0.89)
T2DC . -ﬁl— ; | r ’ ! -4.26 (-4.97,-354) T2DC - -1.49 (-1.83,-1.14)
T I T
6 4 2 0 2 4 6 2 -1 0 1 2
Mean Difference Standardized Mean Difference
C D
Health status Random Effects Model MD  95%-Cl Health status Random Effects Model SMD  95%-ClI
Overweight ——— -0.98 (-1.79,-0.17) Overweight -0.04 (-0.42, 0.34)
Obese —.— -0.34 (-1.39, 0.71) Obese - -0.48 (-0.84,-0.13)
IGT — -1.50 (-2.95,-0.06) IGT — -0.54 (-1.12, 0.04)
MetS —— -1.47 (-2.48,-0.46) MetS —— -0.55 (-0.94,-0.16)
T2D 5= -2.68 (-3.36,-1.99) T2D - -0.50 (-0.80,-0.19)
T2DC r I—i—l . . . -3.14 (-4.20,-2.08) T2DC | —IE— | -0.87 (-1.32,-0.42)
6 4 2 0 2 4 6 -2 -1 0 1 2
Mean Difference Standardized Mean Difference

Figure 24 : Méta-analyse en réseau comparant entre différents groupes la fonction endothéliale
macrovasculaire (A) et microvascular (B), et la fonction non-endothéliale macrovasculaire (C) et
microvasculaire (D). IGT, intolérance au glucose; MetS, syndrome métabolique; T2D, diabéte de type 2; T2DC,
diabete de type 2 avec complication cardiovasculaire. D apres Loader et al., in press.

2.2.3.2 La neuropathie diabétique, une complication microvasculaire ?

Comme nous I’avons présent¢ dans la premiére partie de cette introduction, la
composante nerveuse joue un role essentiel dans la vasomotricité. Des tests de réactivité tels

que la PIV ou I’hyperhémie thermique permettent notamment d’explorer cette composante.

Bien que la neuropathie diabétique ait été classifié¢e comme une complication
microvasculaire, le lien entre dysfonction microvasculaire et neuropathie dans le diabete reste
complexe et n’a pas encore €t¢ complétement élucidé. D’un point de vue mécanistique, la

206 P ar

neuropathie et la dysfonction endothéliale partagent une physiopathologie proche
exemple, I’augmentation du glucose intracellulaire stimule la voie du sorbitol et induit la
différenciation des cellules de Schwann en cellules immatures®”. De plus, le stress oxydant et
les produits de glycation avancée (AGEs) jouent un rdle important dans la physiopathologie
de la neuropathie diabétique®®, comme dans celle de la dysfonction endothéliale (détaillée ci-
dessous). Il est donc communément admis que dysfonction endothéliale et neuropathie se

développent parallélement, via des mécanismes communs®® .

Toutefois, des travaux suggérent un lien de causalité entre dysfonction microvasculaire
et neuropathie diabétique. En effet, des travaux anciens utilisant un myographe électronique
au niveau des capillaires du nerf sural de patients diabétiques ont montré que 1’angiopathie
endoneurale était liée a la sévérité de la neuropathie®. Par la suite, les mécanismes de cette

hypothése ont été davantage étudiés™’. Le lien entre la diminution de perméabilité au glucose
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et en O, dans la dysfonction endothéliale au niveau endoneural serait impliqué dans
I’apparition de la neuropathie diabétique. En effet, 1’étude de la répartition du flux
microvasculaire, du temps de transit érythrocytaire et de la disponibilité en O, a permis de
mettre en évidence certain mécanismes. Il est bien connu que 1‘hyperglycémie chronique
engendre la formation d’AGE qui induira, par leur interaction avec leur récepteurs (RAGE),

: 211,212
une augmentation du stress oxydant™

, a I’origine de dommages vasculaires. Par exemple,
I’altération de la protéine endothéliale « glycocalyx », impliquée dans le flux érythrocytaire,
est liée a une dysfonction capillaire’”. Ces altérations ont aussi été observées lors d’études
animales. Des souris ayant re¢u une alimentation enrichie en gras (engendrant une
augmentation des AGE et du stress oxydant) développeront une diminution de leur vitesse de
conduction nerveuse et un déficit sensoriel avant I’apparition d’une intolérance au glucose.
Ces données tendent vers une implication d’une dysfonction microvasculaire dans le
développement de I’intolérance au glucose en paralleéle de I’apparition d’une neuropathie. De
plus, I’hypoxie tissulaire aurait un impact délétere dans la dysfonction nerveuse et
endothéliale. En effet, il a été observé un taux élevé de NF-kB, facteur pro-inflammatoire, au
niveau de nerfs périphériques lors d’études animales’ et chez I’humain, une forte
inflammation des nerfs périphériques est corrélés avec la sévérit¢ de la neuropathie
diabétique’””. D’un autre coté, HIF1, facteur synthétisé en condition hypoxique, par son
action sur la NADPH, aura un role majeur dans la libération de ROS, aggravant la dysfonction
endothéliale’’?. Des travaux récents renforcent cette hypothése, montrant qu’une atteinte
endothéliale est responsable d’une atteinte neuronale, impliquant la voie de signalisation

Desert Hedgehog (Dhh)*™.

Toutefois le lien peut aussi s’expliquer par une influence de la dysfonction nerveuse
sur la réactivité vasculaire. Un exemple concerne la régulation des AVAs par le systéme
sympathique. En effet, la neuropathie diabétique va diminuer les capacités de vasoconstriction
des AVAs, ce qui les maintient ouvertes, créant ainsi un shunt artério-veineux au niveau
cutané. Ce shunt, par un vaisseau de faible résistance et haute vélocité, redistribue le flux
artériel vers le réseau veineux, accentuant la diminution du flux nutritif au niveau du plexus
vasculaire superficiel (derme papillaire), ce qui a pour conséquence de majorer 1’hypoxie
superficielle et le risque d’ulcére®”’.

Une autre hypothése serait ’atteinte de senseurs présents a la fois sur les cellules
endothéliales et les nerfs. Des travaux récents ont ainsi suggéré I’implication possible de

TRPV1 (stimulés lors de I’hyperhémie thermique) dans la physiopathologie diabétique®>%.
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Par ailleurs, on ne peut pas exclure I’implication d’autres senseurs. Des travaux ont en effet
montré que la réponse a la PIV chez des patients diabétiques, avec ou sans neuropathie, était

101,211

altérée , ce qui pourrait suggérer I’implication de capteurs neuronaux sensibles aux

.35
changements de pression”™.

2.2.3.3 Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans cette dysfonction
endothéliale

Le diabete expose 1’organisme a une hyperglycémie chronique ayant des répercussions
sur les mécanismes en jeu dans la neuropathie et la vascularopathie, au coeur de la dysfonction
endothéliale. Trois voies sont touchées : la voie du sorbitol, I’activation de la PKC (Proteine
Kinase C)* et la formation des AGE ; ces atteintes entraineront une production accrue de

ROS instituant la physiopathologie.

La voie du sorbitol (ou polyol pathway) est activée en cas d’hyperglycémie®®%. Cette voie
utilise du NADPH (forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) pour le
synthétiser en NADP+ formant ainsi du sorbitol puis du NAD+ en NADH pour former du
fructose. Ces 2 actions vont entrainer la libération de ROS pour la premiére® et des AGEs
pour la seconde. En effet, le pool de NADPH disponible dans la cellule va étre
préférentiellement utilisé pour cette voie au détriment de la voie du glutathion, limitant 1’effet
anti-oxydant de celui-ci. Les ROS ainsi libérés dans la cellule vont activer PARP (Poly(ADP-
Ribose) Polymérase) a l’origine de I’inhibition de GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase). Cette inhibition engendrera 1’augmentation de la production de AGE, la
synthése de diacylglycerol (DAG) et I'activation de PKC®'. De plus, NADPH est un cofacteur
de la NOS. Lors d’une hyperglycémie chronique, la voie de la NOS sera limitée, favorisant le
découplage de la eNOS, diminuant la production de NO et augmentant celle de ROS (Figure
25).

La voie du sorbitol aura donc des effets déléteres sur la production de NO, activera la

voie de la PKC et augmentera la production de ROS.

La PKC est une enzyme ubiquitaire, impliquée dans de nombreuses voies de
signalisation cellulaire. Elle a un role central dans la fonction vasculaire, la perméabilité
vasculaire™, la synthése de la MEC, I’angiogénése ou encore la régulation de la contractilité
des CML**. La PKC et ses différents isoformes peuvent étre activés par les acides gras libres,

Phyperglycémie®®*”, le DAG, le VEGF?* ou encore par I’inhibition de GAPDH***.
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Figure 25 : Effets de la stimulation de PKC suite a une hyperglycémie221

En contexte hyperglycémique, la PKC sera activée, entrainant une augmentation de la

synthése de ET1%**”’ et la production de ROS, augmentant ainsi le tonus vasculaire’®. De

plus, I’activation de PKC active des voies inflammatoires (recrutement macrophagique,

adhésion vasculaire) et apoptotiques telles que NFkB ou p38MAPK. La stimulation de PKC

par I’hyperglycémie®”® entraine une augmentation de VEGF induisant une augmentation de la

perméabilité vasculaire par phosphorylation des occludines, un composant des jonctions

serrées?®’.

Le diabete augmente 1’activité de NADPH oxidase et induit 1’expression de ET-1,
VEGF, TGFB, CTGF et la synthése du collagéne IV et VI*®*?'. Ces stimulations vont

entrainer un remodelage vasculaire pathologique. En plus de ce contexte inflammatoire et

vasoconstrictif, la surproduction de ONOO- par la PKC entraine un inhibition de la

prostacyclin synthase

232,233

contribuant a la déficience endothéliale, a la vasoconstriction,

I’inflammation et I’apoptose endothéliales observée en contexte hyperglycémique.

54



La stimulation de PKC entraine un remodelage pathologique des vaisseaux, augmente

la réponse inflammatoire ainsi que la production accrue de ROS.

En conclusion, la voie de la PKC semble avoir un réle majeur dans la survenue des
DFUs. Une étude récente a démontré in vivo que des fibroblastes de patients diabétiques de
type 1 possédaient un niveau élevé de PKC, et une inhibition de la voie de I’insuline corrélée

a une altération de la cicatrisation®*.

L’hyperglycémie induit également la formation de AGEs intra- et extracellulaire. Dans
les cellules endothéliales, les AGEs alteérent la structure et la fonction des protéines
matricielles causant des anomalies d’interactions avec les autres protéines matricielles et les
intégrines’®'. De plus, Dactivation des récepteurs aux AGEs (RAGE) par les AGEs
extracellulaires, vont déclencher une cascade de réactions activant la NADPH oxidase.
Comme expliqué précédemment, cette activation induit une augmentation de la production de
ROS et contribuera a la diminution de production de NO**. Une autre cible des RAGE est la
voie du NFkB augmentant la réponse inflammatoire et I’adhésion cellulaire (ICAM)*°. Les

AGEs renforcent ainsi la réaction inflammatoire et la production de ROS.

Comme nous venons de le voir, la libération de ROS est un élément commun aux 3
voies décrites précédemment, participant activement a la dysfonction endothéliale, entrainant
des dommages vasculaires et endothéliaux importants. En effet, les ROS vont participer a
’activation de la voie de PARP, a I’initiation de remodelage pathologique, de I’inflammation

et d’une dysfonction vasculaire®’.

Des mécanismes naturels de protection contre ce stress oxydant existent. Dans la peau
des membres inférieurs de patients diabétiques de type 2 sans altération de la fonction
endothéliale, la superoxyde dismutase mitochondriale (SOD) est surexprimée. La SOD
permet de transformer les superoxydes en H,O,, pouvant entrainer une vasodilatation EDHF-

dépendante®*®

. Ce résultat suggere que I’augmentation de SOD dans une phase précoce de la
pathologie pourrait étre un mécanisme compensateur, capable de protéger la cellule contre la
formation de ROS mitochondriaux. En revanche, [I’incidence de complications

239-241

microvasculaires est associée a une réduction du taux de SOD plasmatique , qui traduit

une perte de ce mécanisme de protection.
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D’une maniere plus spécifique au DFU, il est important de préciser I’impact délétere
de I’hyperglycémie sur la fonction des fibroblastes, principaux acteurs de la cicatrisation.
Cette hyperglycémie entraine une diminution de la capacité de réplication des fibroblastes
humains®”. Le glucose a forte concentration limite la fonction fibroblastique, voire ’annule.
Une des causes envisagée est, la encore, la production de ROS. En I’occurrence, une inversion
de cet effet a été observé sur des fibroblastes humains incubés avec un anti-oxydant®”. Il a
aussi €té constaté une diminution de la production de collagéne par des fibroblastes sains en
présence de sérum de rats diabétiques®™.

245

Une altération de la migration de ces cellules est aussi notable®”. Normalement, en

246,247)

condition hypoxique (les plaies étant relativement hypoxique , la migration des

248,249

fibroblastes et des kératynocytes est augmentée . Cependant, toujours en condition

hypoxique, la migration de fibroblastes diabétiques n’est pas augmentée**

. Ceci peut
expliquer que durant la phase de prolifération, 1’angiogénése et le dépot matriciel soient
retardés™>**. Cette diminution de migration cellulaire est aussi expliquée par la présence des
AGEs : ils favorisent 1’apotptose des fibroblastes et diminuent leur prolifération. Cet effet est
partiellement RAGE-dépendant et est en corrélation avec activation de NFkB*'. 1l a aussi
été montré in vitro que les AGEs sont capables d’induire une sénescence précoce des

fibroblastes et des kératinocytes humains sains®*,

2.3 Traitements actuels des ulcéres du diabete et de la sclérodermie

Outre le traitement étiologique, la prise en charge des ulceres repose dans les deux
pathologies sur des soins locaux et le controle de I’infection. Dans le cas de la sclérodermie

systémique, des traitements médicamenteux sont également indiqués.

L’évaluation des ulcéres est, la plupart du temps, basée sur 3 critéres principaux a
savoir la profondeur de I'ulcére, la présence ou non d’infection et la quantification de

I’ischémie locale du membre atteint>**>>.
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2.3.1 Les traitements locaux

Les traitements locaux se résument en 6 principales actions”*****”

Traiter la cause de 1’ulcére, surtout lors d’une atteinte du membre inférieur. A I’image du
DFU, la neuropathie diabétique alterera les sensations d’alerte suite a une lésion pouvant
provenir d’un choc, un frottement ou encore a une compression. L’Education Thérapeutique
du Patient (ETP) peut dans ce cas permettre d’identifier et traiter ces causes (conseils de
podologues, vérification orthopédique ou encore par exemple des conseils hygiéno-diététique
tel que I’arrét du tabac). Le controle et la régulation de 1’équilibre glycémique entrant aussi

dans cette catégorie.

Le contrdole de perfusion locale. Une ischémie au niveau du membre 1€sé est un critére

négatif a la cicatrisation.

Le débridement, chirurgical ou biologique, permet le retrait des tissus nécrosés et infectés

au niveau de la plaie.

Le traitement de I’infection, qui commence des le débridement, permet de limiter le

développement bactérien et favoriser les mécanismes cicatriciels.

La protection de la plaie permet de maintenir un environnement propice a la cicatrisation,

limitant la macération ou encore I’intrusion de corps étrangers.

Spécifiquement pour les atteintes du membre inférieur, et couramment utilisé pour le
DFU, la décharge de la zone lésée permet de réduire la pression au niveau de la plaie et

prévenir son aggravation.

2.3.2 Les traitements médicamenteux systémiques des ulcéres de la sclérodermie

Les traitements systémiques regroupent les différentes approches pharmacologiques a

administration systémique’*** %",

Les 3 principales cibles dans le traitement des ulcéres cutanés sont les voies du monoxyde

d’azote (NO), des prostacyclines (PGI2) et de I’endothéline-1 (ET1) (Figure 26).

La voie du NO, puissant vasodilatateur physiologique, est altérée dans certains
contextes (tabagisme, diabéte, HTAP...). Lors d’un stress oxydant ou d’une dysfonction
endothéliale, la eNOS produira du O, qui altérera la production de Guanosine

Monophosphate Cyclique (cGMP) par oxydation de la Guanylate Cyclase soluble (sGC),
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empéchant la relaxation des CML. Trois familles de molécules sont utilisées pour stimuler
cette voie. Tout d’abord les donneurs de NO ont permis une augmentation du flux
microvasculaire chez des patients sclérodermiques®®**°. Toutefois il n’existe pas a 1’heure
actuelle d’étude ayant eu un impact significatif sur la cicatrisation d’ulcéres digitaux.
Deuxiémement les stimulateurs et activateurs de la sGC**. Ils permettent la production de
cGMP sans intervention du NO. Toutefois leur effet sur la cicatrisation n’a pas pu étre
démontré. Pour terminer, les inhibiteurs de la Phosphodiestérase 5 (PDES) permettent
d’inhiber la dégradation de la cGMP, augmentant sa concentration intracellulaire et son action
vasorelaxante. Toutefois, cette approche thérapeutique n’a pas démontré son efficacité sur la

cicatrisation d’ulcéres digitaux sclérodermiques®®.

Les antagonistes des récepteurs de ET-1 vont inhiber ses actions vasoconstrictrices et
profibrosantes, limitant ainsi les atteintes vasculaires observables dans la sclérodermie.
L’effet positif de cette inhibition sur la survenue de nouveaux ulceéres digitaux a été démontré

chez des patients sclérodermiques®®.

Enfin I’iloprost, un analogue de la PGI,, est un puissant vasodilatateur, antiagrégant et
anti-fibrosant. C’est aujourd’hui le seul traitement a avoir démontré son efficacité dans le
traitement des ulcéres digitaux **°. Toutefois, son administration nécessite une hospitalisation

de plusieurs jours et une surveillance étroite liée a des effets secondaires dose-limitant.

Dans le diabéte, I’utilisation d’analogues de la PGI, par voie systémique a été trés peu
évaluée™’. Pourtant leur application dans le traitement des plaies du pied diabétique semble

étre une piste prometteuse.
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3 Utilisation de l'iontophorese d’analogue de la PGI: dans le
traitement des ulceres cutanés

Comme nous venons de la voir, les prostacyclines sont déja utilisées dans le traitement
et de certains troubles trophiques. Toutefois, leur administration par voie systémique expose
le patient a de nombreux effets indésirables. Ainsi, I’hypothése de ce travail est qu’un
traitement local permettrait de réduire les effets indésirables, tout en augmentant la
concentration de médicament au niveau du site de ['ulcere. Cette troisiéme partie expose ainsi
le réle de la PGI, dans les processus de cicatrisation, et présente 1’intérét de 1’iontophorese

d’analogue de la PGI, comme approche thérapeutique des ulcéres de la SSc et du diabéte.

3.1 Dysfonction de la voie de la prostacycline et cicatrisation

Les effets vasculaires des analogues de la prostacycline ont déja démontré leur efficacité
dans différentes pathologies telle que ’'HTAP. Dans le domaine de la cicatrisation des ulceres
cutanés, des études prometteuses ouvrent la voie de I’utilisation des prostacyclines en

thérapeutique.

3.1.1 De/l’acide arachidonique aux prostacyclines

Les PG sont issues des aides gras polyinsaturés (AGPI) libérés par les phospholipides
membranaires. Cette libération implique D’activation de la phospholipase A2 (PLA2)
conduisant a la synthése de I’acide arachidonique (AA). L’intervention d’enzymes spécifiques
permettra la synthése des AA en différentes PG. Ces enzymes sont au nombre de 3 : les
COXs, les lipoxygénases (LOXs) et les CYP450 (Schéma 27). Ce travail de thése traitant
d’un analogue de la prostacycline, le reste de ce chapitre s’intéressera spécifiquement au

groupe des prostaglandines.

Les COXs (ou Prostagladine H2 synthase) permettent la synthése des prostanoides a
partir des AA'. Deux isoformes, ayant des actions différentes et parfois opposées, ont été

identifiés.

Tout d’abord, COX-1 est une enzyme exprimée dans la plupart des tissus, nécessaire a
la synthése des prostanoides et impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques. Il est

possible de citer son implication dans la cytoprotection au niveau de la muqueuse gastrique,

59



dans le maintien du flux sanguin au niveau rénal, ou dans le maintien de 'homéostasie. On la
retrouve fortement exprimée au niveau des plaquettes®, de I’estomac®®, des reins®”* et des

cellules endothéliales®’?.

La COX-2 n’est quant a elle pas exprimée en temps normal dans la plupart des
cellules. De maniére constitutive au niveau du cerveau et des reins, elle est inductible dans de
nombreuses autres cellules en réponse a un stimulus inflammatoire. Elle se retrouve exprimée
par les monocytes, fibroblastes ou sous 1’action de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-

1B, TNFa ou encore des facteurs de croissance”.

Ces cyclo-oxygénases vont avoir de nombreux effets physiologiques via la synthese de
la PGI,, des TXA,, des prostaglandines (PGE,, PGF, et PGD,) et de I’activation de leurs

récepteurs spécifiques (Schéma 27).

\’ COOH 2 . : \
phM;?:;?ig%s Phospholipase A, m_/ Arachidonic acid PG
Cyclooxygenase producing
(COX-1/COX-2) cell
At ~J"cooH
P
e SR e
b (..)H PGHZ
PGD PGE PGF PGI ™
synthase synthase synthase synthase synthase
oH - _J \“coon
‘*J"'\ /" coom =" cooH {»jf"x/\/\coon ‘1\ wow
S WITNAN\N NAANN 2 O H
o OH OH OH OH OH VK‘V\/ o
PGD, PGE, PGF,, PGl, TXA,
A N N\ 1/
N\ A N N | !
DP1 DP2 EP1 EP2 EP3 EP4 FP P TP
W A AR A A A A O o
S Gg A G Gy Gy Gs) D | target
cAMPT cAMP| [Ca¥]r | (CAMPT |\ © caMp  cAMP [Ca*]t  cAMP [Ca™]t ¢
p-arrestin B-arrestin cel

Schéma 27 : la syntheése des prostanoi’des274

60



3.1.2 Prostacyclines, fonction endothéliale, et cicatrisation

La PGI, est principalement produite par les cellules endothéliales et les CML*">*"®.
Elles sont impliquées dans de nombreuses adaptations physiologiques incluant I’inhibition de

L278,279

lagrégation plaquettaire’”’, la relaxation des CM , la protection athéromateuse, ou

280,281

encore I’inhibition de I’adhésion cellulaire . De plus, la PGI, agit en synergie avec

d’autres prostanoides dans la régulation de la douleur et de I’inflammation*>?***?, Les
majeures parties de ces régulations ont lieu par I’intermédiaire de leur récepteur spécifique
IP*®*. Couplé a une protéine G qui augmentera Dactivité de la cAMP par stimulation de
I’Adenylate Cyclase (AC), il activera différentes voies impliquées dans la fonction

microvasculaire et la cicatrisation®®*.

3.1.2.1 Implication de la PGI: dans la fonction microvasculaire

I est maintenant bien connu que la PGI; a un effet vasodilatateur. Cette réaction passe en
partie par la stimulation de la cAMP. Tel que nous le présente la figure 28 ci-dessous, la
stimulation du récepteur IP de la membrane de la CML permettra ’activation de I’AC
induisant 1’augmentation de la cAMP et la stimulation de la protéine kinase A. Cette
stimulation engendrera ’inhibition de la MLCK (Myosin Light Chain Kinase), conduisant a
une relaxation musculaire’®**7?*’, Parall¢lement, la stimulation du récepteur IP induira une
activation de la phospholipase C** impliquée, de maniére non-significative en condition
saine, dans des phénomenes vasoconstrictifs. D un autre co6té, cette vasodilatation sera aussi
médiée par D’activation du facteur de transcription PPAR (récepteur activé par les

?%activé par la cascade réactionnelle du récepteur IP. Cette

proliférateurs de peroxysomes)
vasodilatation sera I’effet conjugué de I’activation de la eNOS au niveau endothéliale, par la

voie de PI3K/Akt/NOS*®, et de I’inhibition d’agents vasoconstricteurs tel que ET-1%".
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Figure 28 : voies d’action de la prostacycline dans la paroi vasculaire™". La stimulation des cellules

endothéliales engendrera la synthése de PGI, qui diffusera vers les CML. Parallélement, [’activation de la voie
de PPAR permettra la stimulation de la voie de PI;K-Akt-eNOS et la libération de NO. L activation des
récepteurs IP des CML engendrera une relaxation de ces dernieres par stimulation de la voie de I’AC et de

cAMP.

La PGI, est aussi impliquée dans la régulation de I’inflammation par stimulation de
PPAR. En effet, ce dernier va permettre de diminuer la réponse inflammatoire en agissant
comme inhibiteur de la libération de IL-6, de I’expression de la COX-2 ainsi que de I’activité
du facteur de transcription NFkB**. 1l a aussi ét¢ montré que PPAR inhibe 1’agrégation
plaquettaire”, 1’adhésion cellulaire®® et diminue la libération de cytokines pro-

inflammatoires par les macrophages®*
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3.1.2.2 Implication de la PGI2 dans les processus cicatriciels

L’interaction entre PGI, et VEGF joue un rdle primordial dans I’angiogénése. En effet,
une diminution de I’angiogénése ainsi que de VEGF a été observée lors d’une étude de
cicatrisation sur un modéle murin délété pour le récepteur IP**. De plus, une étude in vitro a
démontré que les cellules endothéliales synthétisent du VEGF-A lorsqu’elles sont en présence
d’un analogue de la prostacycline (le tréprostinil) et que ces conditions potentialisent

¢ Un autre analogue de la prostacycline (SM-10902) a aussi démontré son

I’angiogénese
action positive dans I’angiogénése au cours de la phase précoce de cicatrisation, ainsi qu’une
amélioration de la néo-vascularisation tout en favorisant la formation de tissu de granulation

297

et la ré-épthélialisation™. Cette implication forte de la voie de la PGI, dans I’angiogénése

semble passer par le facteur de transcription PPAR. En effet, dans différents tissus, I’action

2% Une étude in vivo a

angiogénique de la PGI, par activation du récepteur IP est reconnue
montré qu’en présence d’un analogue des prostacyclines (iloprost), une activation de
I’angiogénese était observable chez des souris saines, mais absente chez des souris délétées
pour PPAR*”. De plus, I’augmentation locale de concentration de PGI, par inhibition de PGT
(Transporteur des Prostaglandines) a permis d’améliorer la ré-épithélialisation et d’accélérer

la cicatrisation de plaies chez un modéle murin sain et diabétique® ™.

De plus, des données préliminaires recueillies au laboratoire confirment cette implication.
En effet, nous avons observé un retard de cicatrisation chez un modéle de souris possédant
une délétion pour le récepteur IP (Figure 29). Il est intéressant de noter un effet précoce de ce

retard.
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Figure 29 : AUC des pourcentages de cicatrisation des IPKO vs WT

63



Le facteur de transcription PPAR se retrouve donc au centre de ces régulations
physiologiques. Outre son rdle dans I’angiogénése, I’inflammation ou encore sur la
vasodilatation, il est aussi fortement impliqué dans I’inhibition de la migration cellulaire®®, de

L303—305

la prolifération des CM et de I’apoptose’”. Paradoxalement, il induit aussi une

prolifération des cellules endothéliales facilitant I’angiogénése®***” .

La PGI; a aussi un rdle dans le remodelage tissulaire. L’administration d’iloprost a des
patients sclérodermiques a permis d’observer une réduction de leur épaisseur cutanée par
blocage du CTGF ainsi que I’augmentation de la synthése de collagéne de la part des
fibroblastes®®. Ces données corroborent celles de deux études antérieures ayant montré que la
PGI, améliore la production fibroblastique de uPA (activateur du plasminogéne de type

urokinase, facteur impliqué dans la fibrinolyse)*®

et permet une diminution du facteur de
transcription Smad4 (facteur impliqué dans la fibrinogénése)*. La PGI, permet donc de

limiter la fibrose cicatricielle tout en stimulant le remodelage tissulaire.

3.1.2.3 Altération de la voie de la PGI2 dans le diabete et de la ScS

Comme abordé dans le paragraphe précédent, le profil pathologique peut impliquer
une dérégulation de la voie de la PGI,. Cette dérégulation est connue depuis de nombreuses

311 que dans la sclérodermie®?. Parmi ses effets, elle induit
9

années aussi bien dans le diabéte
une hyper-agrégation plaquettaire, une vasoconstriction, une augmentation de la synthése de

thromboxane ainsi qu’une diminution de celle des prostacyclines ***.

En effet, des cellules endothéliales saines incubées dans du sérum de patients
diabétiques ou sclérodermiques induisent une inhibition de leur synthése de PGI,****.
Toutefois, cette dérégulation n’est pas homogeéne au sein du corps puisqu’on observe une
augmentation de I’expression de PGI, au niveau de poumons de souris diabétiques®*® malgré

des atteintes pulmonaires relayées dans la littérature™®.

Dans le cas du diabéte, cette dérégulation touche de manicre plus large la synthése des
prostanoides. Que ce soit sur cellules humaines®’ ou animales®® le ratio PGI/TXA, est

diminué’*®, favorisant le profil vasoconstricteur de la pathologie. En effet, quelques études ont
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montré que 1’hyperglycémie induit I’expression de COX-2 conduisant a la production de

317,320

prostanoides vasoconstrictrice De plus, cette évolution s’accentue avec l’dge du

PP se sont intéressés aux raisons de cette

diabéte®®. Récemment Randriamboavonjy et a
diminution. Ils ont ainsi montré que 1’expression de la PGI, synthase est diminuée chez des
souris diabétiques. En effet, 1’administration de PGI, exogéne a des souris saines et
diabétiques induit une relaxation similaire des CML, démontrant la fonctionnalité des
récepteurs IP (IPr). Toutefois, ces récepteurs semblent moins exprimés au niveau plaquettaire
chez des patients diabétiques®” induisant une diminution du niveau de cAMP, qui est restauré
en présence d’iloprost. D’un autre c6té, 1’insuline est reconnue comme permettant d’induire
I’augmentation membranaire du nombre des récepteurs IP plaquettaires®”***. Ces données

laissent & penser que I’insulino-résistance pourrait jouer un role dans la diminution de

I’expression des IPr.

Concernant plus spécifiquement la sclérodermie, la production excessive
d’endothélien-1 est a ’origine de phénoménes vasoconstrictifs**>**°, 1l existe en paralléle une
diminution de la production de NO et de PGI, ainsi qu’une surexpression du facteur de von
Willebrand, contribuant au déséquilibre vasomoteur ainsi qu’a une hyper-coagulation

327,328

pathologique

Dans ces deux contextes, la dysfonction de la PGI, participera a la mise en place de la
pathologie. En effet, le déséquilibre de synthése entre les différents acteurs impliqués dans la
vasomotricité basculera préférentiellement en faveur d’une vasoconstriction couplée a une

réponse inflammatoire surexprimée.

Une ¢étude récente montre que I’inhibition de la dégradation des acides
epoxyeicosatrienoic (EETs), qui interviennent dans [’activit¢ des EDHF, prévient la
microalbuminurie et I’inflammation rénale chez des souris diabétiques obeses possédant une
déficience au NO*”. Cela suggére que la voie de ’EDHF joue aussi un role compensatoire
dans le maintien de la fonction microvasculaire dans le diabete lors d’une altération de la voie
du NO au c6té de la PGI,. Restaurer la biodisponibilité¢ des EETs en bloquant leur dégradation
(blocage de 1’époxyde hydrolase soluble sEH) a été proposé¢ comme traitement des

complications diabétiques®.
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Toutefois, la stimulation de la voie de la PGI, reste une piste prometteuse dans le
traitement des ulceres diabétiques et sclérodermiques principalement au travers de ses effets

anti-fibrosants, pro-angiogéniques ou encore antiagrégants.

3.1.3 Utilisation d’analogues de la PGI; en thérapeutique et effets indésirables

Le traitement par analogues de la prostacycline, déja couramment utilisé¢ dans ’'HTAP,
est depuis quelques années une thérapeutique courante dans le traitement des ulcéres cutanés

de la sclérodermie?®®*3133?,

Toutefois, leur administration par voie intraveineuse expose les patients a de
nombreux effets indésirables liés a I’effet vasodilatateur de la PGL,*****. Parmi eux, on note
notamment des hypotensions, maux de téte, nausées, vomissements, flush. Ces effets
indésirables sont dose-limitants, la posologie est en effet adaptée a la tolérance du patient. De
plus, ’administration par voie intraveineuse d’iloprost dure plusieurs heures, et doit étre
répétée sur plusieurs jours consécutifs. Ces contraintes justifient une hospitalisation, ce qui

diminue la qualité de vie des patients et augmente les cofts liés a cette prise en charge.

Parall¢lement, du fait de la diminution de la densité capillaire et du rétrécissement de
la lumiére vasculaire, les médicaments administrés par voie systémique vont avoir plus de

difficulté a atteindre leur site d’action.

Afin de remédier a ce paradoxe thérapeutique opposant effets pharmacologiques avec
les EI de ces molécules, le développement de méthodes d’administration locale permettrait

I’optimisation de 1’effet recherché en préservant la qualité de vie du patient.

3.2 Approche locale : intérét de I'iontophoreése

De nombreuses techniques d’administration locale de molécules existent, qu’elles soient
invasives  (injection  sous-cutanée, intradermique,...) ou  non-invasives  (gel,
nanoparticules,...). Pour ses différents avantages, nous nous sommes intéressés a

I’iontophorese.
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3.2.1 Mécanismes d’action

L’iontophorese est une méthode non-invasive d’administration de molécules chargées au
moyen d’un courant électrique de faible intensité'*****. C’est une voie principalement cutanée
qui permet, selon les caractéristiques des molécules utilisées, une administration systémique

ou locale®’.

Expliqué simplement, le dispositif d’iontophorése est constitu¢ d’un générateur en
contact avec la peau par deux ¢lectrodes: I'une dite « passive », ’autre dite « active ».
L’¢lectrode active est reliée au compartiment contenant la solution a administrer. En effet, en
fonction du sens du courant et de la charge de la molécule d’intérét, I’appellation « active »
pourra concerner la cathode ou I’anode (Figure 29). L’¢lectrode passive est située a distance
et permet de fermer le circuit électrique, qui intégre ainsi les propriétés conductrices de la

peau.

L’administration iontophorétique repose sur deux modes d’action spécifiques :
I’¢électromigration et 1’¢électroosmose. L’¢lectromigration, autrement appelée électrorépulsion,
désigne le déplacement de molécules chargées (cations ou anions) en fonction de la polarité
du courant ¢lectrique, et représente le principal mécanisme responsable du transport
iontophorétique®®. Concrétement, une molécule chargée positivement placée au niveau de
I’anode (pole positif du systéme électrique), est « repoussée » par I’anode et attirée par la
cathode. La présence d’un courant électrique fait donc migrer les cations de 1’anode vers la
cathode. Il en va de méme pour les anions qui migreront en paralléle de la cathode vers
I’anode. Ainsi, lorsque la molécule d’intérét est chargée négativement, et est donc placée a la

cathode, cette derniere est qualifiée d’¢lectrode active, et ’anode de passive.

Le second mécanisme, 1’¢lectroosmose, est moins intuitif. Lorsqu’un courant ¢électrique
est appliqué sur la peau, il entraine des mouvements ioniques ne concernant pas les molécules
d’intérét, mais les électrolytes présents dans la peau. Les plus abondants sont les ions Na" et
CI', qui migreront respectivement vers la cathode et vers I’anode. A pH neutre, le point
isoélectrique (pl) de la peau se situant autour de 4-4.5, elle sera chargée négativement : les
anions CI sont donc freinés durant leur migration vers 1’anode tandis que celle des cations
sera facilitée. Ce flux d’ions Na~ entraine un mouvement d’eau, appelé flux électroosmotique,
qui facilite le transport iontophorétique anodal, et peut méme permettre de transporter des

molécules solubles non chargées®
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Figure 30 : Représentation du transport iontophorétique. Les charges positives (D+) migrant depuis I’anode
tandis que les charges négatives (D-) migrant depuis la cathode. Les fleches bleue et rouge représentent,
respectivement, le sens anodal et cathodal. La fleche violette représente [’électro-osmose.

Bien que moins impliqué dans le transport iontophorétique, le transfert par « shunt »
permet de faire passer certaines molécules dans et/ou a travers la peau. Le courant électrique
empruntant le chemin le moins résistif, certaines voies seront donc préférentiellement utilisées
telles que les follicules pileux, les glandes sébacées ou les zones lésées de la peau™®. De plus,
une réorientation protéique induite par le courant électrique engendrera la formation de

micropores, facilitant le passage des molécules’.

3.2.2 Facteurs influencant I'iontophoreése

Certains facteurs influencent le transport iontophorétique. Comme dans tout circuit
¢lectrique, les caractéristiques de I’iontophorése dépendent des éléments qui composent le

systeme.
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Facteurs liés a la peau.

La peau est notre principale interface avec 1’extérieur. Son épaisseur varie en fonction
de la zone du corps, permettant une protection plus ou moins importante face aux agressions
et intrusions, plus spécifiquement grace au SC. Le passage iontophorétique est donc fortement
influencé par I’épaisseur du SC.*

Enfin la composition de la peau, qui varie selon les individus, a une influence sur sa

résistance €lectrique, ce qui in fine influence le transport iontophorétique.
Facteurs liés au circuit électrique.

Il en existe deux principaux, a savoir le sens du courant et sa quantité. Le premier
¢lément, le sens du courant, peut comme expliqué précédemment, et selon la polarit¢ du
courant, associer les phénoménes d’¢électromigration et d’électro-osmose.

La quantit¢ de courant (Q), exprimée en coulombs, est fonction de I’intensité¢ du
courant (I, exprimée en amperes) et de sa durée d’application (t, en secondes). Elle est définie
par I’équation Q = I x t. Il existe une relation entre la quantité de courant et le flux
iontophorétique™’, il est donc possible de faire varier le temps d’application ou I’intensité du
courant délivré afin de faire varier la dose administrée. Toutefois, la difficulté a controler la
dose de médicament administrée reste la principale limite de cette technique du fait des
différents facteurs en jeu. La quantité¢ de courant administrée sera également influencée par la
surface de I’¢lectrode en contact avec la peau. On parle ainsi de « densité de courant », qui
représente la quantité de courant par unité de surface (en général des cm?). Il faut noter que les
densités de courant utilisées chez I’Homme sont trés variables, allant de quelques pA cm™ a
500 pA cm™, qui est souvent considérée comme la densité maximale du fait du risque de
brillure au-dela®’. Enfin le type de courant appliqué a également une influence. Différents
protocoles de courants continus ou pulsés ont été testés, et modifient le transport

iontophorétique®*.

Facteurs liés a la molecule.

Comme pour le sens du courant, la charge de la molécule sera le premier critére a

prendre en compte puisqu’il définira la polarité de 1’iontophorése. Le second élément sera la
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concentration de la solution. En théorie, plus la concentration de la solution est importante,
plus le passage iontophorétique sera facilité. En pratique ce lien n’est pas toujours linéaire, du

3% Le facteur

fait de la possibilité d’un effet plateau par saturation du passage iontophorétique
clef sera d’avantage la présence de compétition ionique'’. Le courant électrique agissant sur
toutes les molécules ionisées, I’ensemble les éléments chargés de la solution seront
susceptibles de migrer. Comme nous 1’avons vu précédemment, la quantité de courant peut
étre controlée et transportera les éléments de méme charge, que ce soit la molécule d’intérét
ou bien les ions de charge identique, appelés co-ions. Cette compétition ionique reste toutefois
inévitable puisque les solutions de solubilisation et de stabilisation des drogues a administrer
en sont pourvues.

Le troisieme ¢lément est le lien entre pH de la solution et le point isoélectrique de la
peau, qui implique que la charge de la peau (négative a pH neutre, comme expliqué plus haut)
s’inverse pour des solutions de pH inférieur a 4. Ceci est trés peu observé en pratique chez
I’Homme, puisque des solutions trop acides ou trop basiques ne sont pas utilisées pour des

raisons de sécurité.

En revanche, le degré d’ionisation de la molécule en fonction de son pKa (ou de son pl
si elle comporte plusieurs fonctions) et du pH de la solution est un élément primordial. En
effet, selon 1’équation d’Henderson—Hasselbalch, a pH=7 un acide faible de pKa=4 sera 1000
fois plus présent sous forme ionisée que sous forme non-ionisée ; en revanche, a pH=7 une
base faible de pKa=8 sera seulement 10 fois plus présente sous forme ionisée. Il est donc
indispensable de contrdler le pH de la solution afin d’augmenter la forme ionisée et de

maximiser ainsi le transport iontophorétique.

Pour illustrer ces facteurs, prenons 1’exemple du tréprostinil, un analogue de la
prostacycline que nous avons largement utilisé au cours de nos travaux (figure 30). Au-dessus
d’un pH 5 en solution, cette molécule reste fortement chargée négativement. En dessous d’un
pH 5 (plus précisément a partir de pH 2), elle perd des charges négatives et devient neutre.
Pour réaliser une administration iontophorétique de cette molécule, il sera préférable de la
garder chargée négativement, a pH neutre par exemple, afin de profiter de I’électromigration
en la plagant au niveau de la cathode. En revanche dans la situation théorique d’un pH
inférieur a 2, notre molécule serait neutre et nous pourrions utiliser le flux électroosmotique
afin de I’administrer. Suite a I’inversion de la polarité cutanée, nous la placerions toutefois a

la cathode.
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Figure 31 : Profil d’ionisation du tréprostinil

3.2.3 Avantages et limites de I'iontophorese

L’avantage principal de 1’iontophorese thérapeutique est qu’elle permet 1’administration
d’une molécule par voie cutanée de manieére non-invasive (avantage par rapport a la
microdialyse ou aux micro-injections) et active grace au courant électrique (avantage par
rapport aux formes topiques classiques comme les crémes, les pommades ou les gels).
Toutefois, I’administration locale n’est pas synonyme d’effet local, puisque comme toutes les
voies d’administration cutanée, il peut y avoir une absorption non négligeable, avec pour
conséquence des effets systémiques. Cela a été mis a profit dans le développement de
plusieurs médicaments (fentanyl, triptans, etc). Toutefois, I’absorption dépend étroitement des
propriétés de la molécule et de 1’état de la peau. Dans d’autres situations, un effet local est
recherché, et I’iontophorése cutanée ou ophtalmologique ont largement été étudiées avec cet

objectif.

Malgré ces avantages, I’iontophorése présente plusieurs limites. La premiére est que la
quantité de médicament administrée n’est pas connue précisément ; en effet, une quantité
importante de principe actif reste au niveau de 1’¢lectrode, une autre partie, trés variable, reste
au niveau du tissu ou elle a été administrée, et une partie diffuse dans la circulation générale.
Les méthodes permettant de quantifier le transport iontophorétique in vivo sont par ailleurs
complexes a mettre en ceuvre et colteuses. Enfin, I’iontophorése peut entrainer des réactions
liées au courant électrique, telles que des vasodilatations courant-induites, des érythémes, un

prurit, ou plus grave des cedémes ou des briilures.
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3.3 Courant électrique et cicatrisation

3.3.1 Effets cellulaire du courant électrique

Utiliser le courant électrique en thérapeutique n’est pas chose nouvelle. Des 1794,
Luigi Galvani a découvert qu’il existait un courant endogéne au corps humain®*°. Par la suite
il a ét¢ montré que les cellules pouvaient se déplacer en fonction de ce courant. Ce
mouvement cellulaire sous I’effet d’un champ électrique est appelée la « galvanotaxie » (ou

« ¢électrotaxie »).

De nombreuses ¢études ont depuis permis d’en connaitre d’avantage sur ’effet du
courant électrique sur la physiologie humaine. C’est ainsi qu’au XIXe siecle, Emil Du-Bois
Reymond réalisa le premier enregistrement d’un courant endogéne au niveau d’une plaie®’ et
qu’au XXe les premiers traitements de plaies chroniques par courant électrique virent le jour.
Depuis le début du XXIe siecle, ’utilisation du courant électrique est proposée comme une
option dans la prise en charge non pharmacologique de certains types d’ulceres. En effet, son
utilisation est reconnue et soumise a remboursement par la FDA en cas d’échec thérapeutique

pour le traitement des ulceres de pression et les ulceres diabétiques.

Sur le plan mécanistique, 1’application d’un courant exogene vise a renforcer les effets
du courant endogéne, présent de maniere physiologique au niveau de la peau saine. En effet il
existe une différence de potentiel « verticale » au sein de la peau : des canaux Na'/Cl
maintiennent cet équilibre entre la surface de la peau, et la jonction dermo-épidermique, aux
environs de +25 a +40 mV. (schéma 31) En cas de Iésion cutanée, cet équilibre sera rompu et
un nouveau champ électrique, « horizontal » cette fois, sera créé, permettant le déclenchement

d’une cascade de réponses cellulaires impliquée dans la cicatrisation®.

Na*
tear side ___ A ===
wound =I5 =S S5
o O O o o
OmV s + 25mV
endogenous electric field UV bt

cl

. , . \ . s, 347
Figure 32 : courant électrique endogene au niveau d’un ulcere™ .
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Des études in vitro ont permis d’en connaitre davantage sur les caractéristiques de ce
phénomene. En effet, le courant joue un rdle primordial dans la migration cellulaire. Cela a

ét¢é montré a de nombreuses reprises sur différents types cellulaires (macrophages®®,

1 352

neutrophiles®”, neurones®’, cellules endothéliales® ou encore fibroblastes*?). De plus, le
sens de migration est dépendant du type cellulaire. Ainsi en présence d’un courant électrique,
les kératinocytes migreront de I’anode vers la cathode, tandis que les fibroblastes et les

macrophages migreront dans le sens opposé>*> >,

Le courant électrique intervient aussi dans la différenciation, la régénération cellulaire,
et ’inflammation. Chang et al. ont exposé des cellules souches nerveuses (NPCs) de souris a
un courant pulsé*’. Ils ont pu observer des modifications morphologiques et phénotypiques
conduisant a la différenciation des NPCs en neurones, astrocytes et oligodendrocytes. Falanga
et al. ont exposé ces cellules @ un courant continu et ont observé une augmentation de
production de TGFp, cytokine fortement impliquée dans le processus de cicatrisation®®. De
plus, en présence d’un courant de type pulsé de haut voltage (HVPC), les fibroblastes en
culture ont une augmentation de leur synthése de collagéne®® ainsi que de leur production de
FGF1 et FGF2**. Enfin, il a aussi été observé qu’une diminution de I’inflammation chez des
rats exposés a un courant continu était corrélée avec une diminution de molécules pro-

inflammatoires IL1a, L2 et I’expression de NFkB**'~%%,

L’explication de ces différents effets du courant électrique au niveau cellulaire n’est
pas complétement clarifiée. Zimolag et al. propose 1’hypothése de I’implication de la voie
PI3K/Akt dans la migration de cellules souches mésenchymateuse (MSCs). Il est connu que le
complexe PI3K/Akt est impliqué dans de nombreuses réactions physiologiques, telles que la

prolifération, la migration et la survie cellulaire®®

. En effet, suite au blocage pharmacologique
de PI3K, il a été observé un arrét de la migration cellulaire de MSCs. A 1’opposé, la délétion
d’un antagoniste de cette voie favorise la migration cellulaire. Toutefois, cette migration
cellulaire semble étre médiée par plusieurs facteurs. Safo et al. ont ainsi mis en évidence le
lien entre PI3K et cGMP dans cette migration®®*. En effet, I’inhibition de ce complexe semble

induire une migration cathodale, alors qu’un changement de concentration en cGMP peut

INVerser ce sens.
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3.3.2 Courant électrique et cicatrisation

L’effet bénéfique du courant électrique sur la cicatrisation est connu depuis longtemps,
méme si son efficacité repose sur un niveau de preuve variable, globalement assez médiocre.
Des travaux ont été conduits sur la cicatrisation des ulcéres de pression®®, des ulcéres
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veineux ", ou encore pour diminuer I’insuffisance veineuse diabétique™’. Le courant jouerait

o . e 362
un role dans chaque étape de la cicatrisation™ .

Par ailleurs, I’efficacité pourrait également dépendre du type de courant a appliquer.
En effet, il existe presque autant de protocoles d’application de courant électrique que
d’études, rendant la comparaison et le choix thérapeutique complexe. On peut distinguer trois
principaux types de courants : le courant continu (DC), le courant alternatif (AC) et le courant
puls¢ (pC) (Figure 32). Il existe au sein de ces trois groupes des sous-groupes plus
spécifiques, comme par exemple le HVPC ou encore le courant pulsé de faible voltage
(LVPC)****®. De maniére générale, dans le traitement des ulcéres il est recommandé d’utiliser

un courant de faible intensité afin d’éviter tout risque de lésion pour le patient®®.

AR I W’%f*

Time Time

Time - Time
Alternating Current Direct Current Degenerate Wave
%) (0C) Pulsed Current (PC) oW)

Figure 33 : Les 3 principaux types de courant™®.
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Récemment, une méta-analyse conduite par notre équipe a mis en évidence le faible
niveau de preuve des essais évaluant I’utilisation d’un courant électrique sur la cicatrisation®”.
Parmi les différents protocoles, le courant HVPC semblait étre celui ayant la plus grande
efficacité sur la cicatrisation cutanée. Ces données confirment celles obtenues par Polak et
al>* en 2014. Cet effet bénéfique de ’HVPC pourrait venir du fait que ce type de courant
stimulerait d’avantage le champ ¢lectrique endogene horizontal, diminuerait le risque de
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brilures et augmenterait la profondeur de pénétration du courant™”. Toutefois, aucune

indication quant au sens du courant a utiliser n’est proposée.

Le courant électrique possede aussi deux autres fonctions pouvant avoir un impact fort
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pour la cicatrisation. Tout d’abord son effet bactéricide®”. Les mécanismes en jeu ne sont pas

completement connus. Trois hypothéses ont été formulées. Les deux principales concernent la
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destruction de la paroi bactérienne et le blocage de la multiplication cellulaire
hypothese serait liée aux peptidoglycanes situés au niveau de la membrane. Ces éléments sont
chargés négativement ce qui attirerait les bactéries vers I’anode, lieu d’attraction des
macrophages, améliorant I’efficacité de ces derniers®”®. Enfin les courants générent aussi la

production de certains radicaux libres qui pourraient avoir un effet sur les bactéries®”®.

3.3.3 Courant électrique et PGI:

Le courant électrique seul est aussi reconnu pour son action vasodilatatrice (CIV). Des
¢tudes sur I’iontophorése d’eau ionisée a permis d’observer une vasodilatation locale au

niveau des électrodes®”’?"®

. L’amplitude de cette réponse est dépendante de la charge
électrique appliquée®” ainsi que du type de courant appliqué. A charge égale, un courant de

type discontinu répété aura un effet supérieur a celui du courant continu®”’.

La CIV est principalement médiée par les nerfs sensitifs. En effet, elle disparait lors
d’une anesthésie locale et est fortement réduite aprés une désensibilisation des fibre-C
nociceptives par traitement a la capsaicine®”. La stimulation des récepteurs ASIC3 et TRPV1
permettra la libération de CGRP qui, apres fixation sur leur récepteur CGRPr, activera la voie

de ’AC permettant la relaxation de la CML*?**

Il a aussi ét¢ démontré I’implication de la voie de la PGI, dans cette réponse
vasomotrice. Cette CIV est diminuée par 1’administration d’aspirine ou d’indométhacine

(deux inhibiteurs non spécifiques des COX****

) mais pas par le celecoxib (inhibiteur
spécifique de COX-2%¥"723") suggérant le role principal de COX-1 dans cette réaction. En
effet, lors d’une CIV, I’activation de COX-1 permettra la syntheése de PGI, qui, par son action
sur IPr, engendrera une relaxation vasculaire (Figure 33). Toutefois, elle n’implique pas la
voie du NO*%,

Il est possible d’observer une CIV au niveau des deux électrodes (cathode et anode),

mais elle sera trois fois plus importante au niveau de la cathode®”**2*,
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Figure 34 : Voie de signalisation de la vasodilatation induite par le courant. Adapté de 382
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Hypotheses et objectifs de travail

Le diabéte et la sclérodermie systémique sont deux pathologies associées a une
dysfonction endothéliale et un retard de cicatrisation. Comme nous venons de le voir, la voie
de la PGI, semble fortement impliquée dans les processus de cicatrisation et sa stimulation
exogene pourrait €étre une piste prometteuse dans le traitement de ces ulceéres chroniques.
Toutefois, la prostacycline endogéne posséde une demi-vie trés courte. Plusieurs analogues de
la PGI,, possédant des caractéristiques plus stables, existent sur le marché a I’exemple de
I’iloprost (demi-vie de 30 a 60 minutes) ou encore le tréprostiniil (demi-vie longue de 3 a 5
heures). Toutefois leur administration par voie systémique expose le patient a de forts effets

indésirables et un suivi en structure hospitaliére.

Afin de limiter les effets négatifs de la voie systémique, nous avons développé dans
notre équipe 1’administration locale d’analogues de la PGI, par iontophoréese. Nous avons tout
d’abord screené différentes molécules chez le rongeur, et démontré la faisabilit¢ de
I’administration iontophorétique d’un analogue de la PGI,, le tréprostinil, qui permet
d’induire une vasodilatation cutanée prolongée®™. Ces résultats ont été confirmés ensuite chez
des sujets sains®*®, en montrant que cette méthode permettait d’obtenir une concentration

%7 Dans la continuité de ces travaux,

dermique élevée, et une concentration systémique faible
deux ¢études cliniques ont permis de montrer que I’effet vasodilatateur prolongé était

également observé chez des patients sclérodermiques™’ et diabétiques®™ sans ulcére.

Dans le cas spécifique de la cicatrisation, nous émettons 1’hypothése qu’un traitement
iontophorétique permettrait de coupler I’effet pharmacologique du médicament administré
avec I’effet courant du dispositif. Cela permettrait d’administrer une concentration suffisante
d’analogue de la PGI2 au niveau de la plaie, tout en limitant la toxicité. Le courant
potentialiserait quant a lui cet effet de par son action sur la voie de la PGI2**? et sur la

migration cellulaire dans les processus de cicatrisation®®.

Se basant sur ces résultats, 1’objectif de cette thése est d’établir la preuve de concept
que I’administration iontophorétique de tréprostinil améliore la cicatrisation d’ulceres cutanés

réalisés sur des modeles murins pathologiques.
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Dans un premier temps nous avons évalué 1’effet de I’iontophorése de tréprostinil sur
la cicatrisation cutanée d’ulceres par excision sur un modéle murin sclérodermique. Ensuite,
nous nous sommes intéressés a son effet sur la cicatrisation d’ulcéres cutanés ischémiques ou

par excision, sur un modele murin diabétique.
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Partie 1
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Effet de I’iontophorese de tréprostinil dans le traitement des ulceres cutanés

sur un modele murin sclérodermique.

La sclérodermie systémique, comme nous venons de la voir, est caractérisée par une
dysfonction microvasculaire associée a la survenue d’ulcéres digitaux chroniques. De son
coté, la PGI, posseédent de nombreux arguments soutenant son implication dans les processus
de cicatrisation. Toutefois, les traitements par administration systémique exposent les patients
a de forts effets indésirables. L’utilisation d’une administration locale par iontophorese,
permettrait de diminuer la dose administrée au patient en maintenant un effet médicament

local fort.

L’objectif de cette étude Succinctement, lors de cette étude, nous avons tenté d’évaluer
I’efficacité d’un traitement par iontophorése de tréprostinil sur la cicatrisation d’ulcéres
cutanes excisionnels sur un modéle murin sclérodermique. Nous avons choisi un modéle
génétiquement modifié, UPAR, qui posséde une délétion du gene codant pour le récepteur de
I’activateur de plasminogéne de type urokinase (uPA-Receptor). Ce uPAR intervient dans de
nombreux processus cellulaire comme la différenciation, la prolifération, la migration et
I’adhésion. Mais il joue surtout un rdle central dans le systéeme fibrinolytique et dans le
remodelage tissulaire. 1l est le plus récent des modeles de sclérodermie publié. Se basant sur
les travaux du Dr Kotzki, nous avons réalisé des ulcéres excisionnels sur le dos épilés de ces
animaux (un ulcere par animal). Afin de répondre a la problématique de la fermeture
mécanique de la plaie des rongeurs, nous avons utilisé une attelle anti-contraction a laquelle
nous avons ajouté une électrode de iontophorése afin de réaliser notre protocole de traitement.
Dans un souci d’étanchéification, nous avons maintenu le dispositif au moyen de 6 points de
suture et de la résine epoxy. Ainsi equipé, il nous a été possible de réaliser nos sessions de

traitement sans avoir a mobiliser la zone laissée (par mouvement cutanée).

Les résultats principaux de cette étude sont doubles. Tout d’abord nous avons pu
démontrer que les souris UPAR™ possédent un retard de cicatrisation comparé a leur contrdle
(UPAR™). Deuxiémement, nous avons pu mettre en évidence une amélioration du délai de
cicatrisation des ulceres traités. En effet, on observe une amélioration du délai de ré-

épithélialisation lors de ’administration iontophorétique de tréprostinil. A I’inverse de ce que
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nous attendions au vu de la littérature, nous n’observons pas d’effet courant seul sur la

cicatrisation.

En conclusion de ce travail, nous avons tout d’abord validé le modéle uPAR-/- comme
possédant un retard de cicatrisation. Ce point nous permet de renforcer le postulat de son
utilisation dans les études pré-cliniques concernant la sclérodermie. Dans un second temps,
nous démontré la faisabilité et 1’efficacité de 1’iontophorése de tréprostinil dans le traitement

local des ulceres excisionnels sur ce modele.

Vous trouverez a la suite de cette introduction, 1’article issu de cette étude.
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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) [1]. 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 [2,3]. Few drugs have been shown to be
effective to enhance 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 [4]. A recent
randomized, controlled trial has failed to demonstrate efficacy of sildenafil, this remains to
be confirmed given that the primary end point was not reached [5].

To date, intravenous iloprost, a prostacyclin analogue, is the only recommended
treatment for active SSc-related DUs [6]. However, its benefit is counterbalanced by dose-
limiting, vasodilatation-induced side effects (e.g. severe headaches, flushing, tachycardia and
hypotension). These safety issues require hospitalization and close monitoring, which
increase costs. The paradox is that impaired digital microvasculature in SSc prevents the
drug, when administered intravenously, from diffusing properly to the wounded area.

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 administer treprostinil, another prostacyclin (PGl;,) analogue, into
the skin of rodents, healthy subjects and SSc patients, leading to a significant increase of skin
perfusion [7-9]. This original approach combines the pharmacological effect of the drug to
the effect of the current itself. Indeed, endogenous electrical signals within the wound are
known to play a role in healing, by increasing the directed migration of keratinocytes,
fibroblasts and neutrophils [10]. Exogenous electric stimulation mimics this phenomenon
with a positive impact on wound healing [11].

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. The present study aimed at developing a
mouse model of SSc-related ulcerations, and at assessing the efficacy and the safety of

iontophoresis of treprostinil in this model.
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METHODS

Animals and study design

The protocol was approved by our local institutional review committee
(APAFIS#6666-2016031415341059v7) and conducted in accordance with the National
Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. We used a
genetic mice model of systemic sclerosis (Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor
gene, uPAR'/') and their controls. The uPAR” mouse model is a recent model of SSc
mimicking the vascular and fibrotic features of SSc [12]. 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.

Ninety-three twelve-week old mice (46 uPAR”" and 47 uPAR+/+) mice were used from
our breeding. These mice were allowed to acclimate to the photoperiod (12-hour light/12-
hour dark) and temperature conditions (22+1°C) for one week prior to the start of the study
with food and water ad libitum.

In order to account for sex, male and female were subsequently separated and each
sex-group was randomized into three sub-groups, according to the treatment to be
administered: sham (untreated wound), control (current + vehicle), treprostinil (current +
treprostinil). From day 0 (wounding) until complete re-epithelialization, the treatment was
administered once daily, five days a week. Our primary objective was to assess whether the
combination of treprostinil and current (iontophoretic administration) accelerates wound

healing, as compared with current alone and sham condition.

Excisional wound model (EW)

Mice were anesthetized with isoflurane (induction during 3 min at 3%, and kept at
1.5% during all the procedure) and analgesia was induced just before wounding, using
buprenorphin at 0.1 mg/kg (Buprecare®). Mice were shaved and a 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 epoxy glue, and secured with interrupted
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3/0 nylon sutures as previously described [13]. Rubber ring splinting was used to minimize
wound contraction [14]. 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.

lontophoresis protocols

The treprostinil solution was prepared from a commercial solution at 2.5 mg /mL (6.4
mM) (Remodulin®, Bioprojet Pharma, Paris, France), diluted in isotonic sodium chloride
(NaCl 0.9%) (Aguettant, Lyon, France) to obtain a 0.64 mM solution. The same NaCl 0.9%
solution was used as control. Treatment was applied daily from day O to day 4 (week 1) and
from day 7 to day 12 (week 2). Solutions were administered during 20 minutes using a 100
MA cathodal continuous current, since treprostinil is negatively charged at the skin
physiological pH. We previously showed that this iontophoresis protocol induces sustained

vasodilation [15,16].

Assessment of wound healing

Wound healing was quantified daily from photographs taken with a digital camera
and a 14 mm?-diameter ring placed around the ulcer, in order to have a size reference.
Analyses were made blinded to the group using Imagel software [17], and were expressed as
wound area (mm?) and its daily percent decrease from baseline (day 0) wound area. Areas

under the curve (AUC) of wound healing over time were subsequently calculated.

Assessment of microvascular reactivity

Before wounding and after complete re-epithelialisation, endothelial and non-
endothelial skin microvascular reactivity were explored. Skin blood flow was continuously
recorded using laser Doppler Imaging (PIM3; Perimed, Jarfalla, Sweden) before and during
iontophoresis of vasodilators on the hairless back, using a 1.2 cm? electrode. Endothelium-
dependent function was assessed using iontophoresis of acetylcholine (ACh) at 20 mg/mL
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) with a 100 pA anodal current during 10 min.
Endothelium-independent function was assessed using iontophoresis sodium nitroprusside
(SNP) at 20 mg/mL (Nitriate; SERB, Paris, France) with a 100 pA cathodal current during 10
min. Data were digitized, stored on a computer, and analysed offline with signal processing
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software (PimSoft v1.5.4.8078, Perimed, Jarfalla, Sweden). Baselines were expressed as
arbitrary perfusion units (APUs) and vasodilatory responses as a percent change from
baseline (%BL). The iontophoretic dose is defined as current multiplied by time of application
Dose (HuA.second)=current (HA) x time (seconds), and the amount of drug delivered is directly

proportional to the iontophoretic dose applied [18].

Histology

Skin tissue samples were made at day 0 (DO) and after complete re-epithelialisation
(FD). Biopsy were harvested and fixed in 4% formalin during 24 hours. After imbedding in a
paraffin block, five-micrometer thickness sections were cut and hematoxylin, eosin and
safran staining (Leica Autostainer XL, LeicaBiosystems®) was performed to evaluate
morphological characteristics of the epidermis, dermis and hypodermis regions.

All samples were examined by a dermatopathologist blinded to the group, using an
optical microscope (OLYMPUS BX51). Microvessel density was quantified by counting the
number of microvessels per high power field (400 x magnification, diameter of field of view=
0.62 mm), by differentiating new blood vessels, which are tufted and have turgescent
endothelial lining, from pre-existing vessels. Two different regions were observed: the edge
of the wound (EW) and the center of the wound area (WA) (Figure 1).

Collagen deposition and its distribution were evaluated using a microscope with
polarised light. Four groups were identified: 1, well organized collagen bundles; 2,
disorganized and organized bundles; 3, disorganized fine fibres; and 4, no refringence.

The density of the inflammatory infiltrate was graded semi-quantitatively, as follows:
1, no inflammation; 2, discreet inflammation; 3, moderate inflammation; and 4, intense

inflammation.
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Edge of the
wound ! Wound Area

Figure 1: Histological regions

Statistical analysis

Data were expressed as mean £ SD, or as median [1“—3rd

quartiles] when not normally
distributed. Wound healing was analysed using general linear models. To validate the
mouse-model and assess whether sex has an influence, genotype and sex were used as fixed
factors, and the genotype*sex interaction was included in the model. The effect of
treprostinil iontophoresis was assessed by including the treatment effect as a fixed factor.
The Bonferroni method was used to account for multiple comparisons. In order to take into
consideration wound area at baseline, the latter was introduced as a covariate in all models.
Histological and biochemical data were evaluated using non-parametric tests. A p-value of

0.05 or less was considered statistically significant. Statistical analyses were performed using

SPSS 21.0 for Windows (IBM, SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

Validation of a mouse model of SSc-related ulcers

uPAR”" mice exhibited reduced wound healing over time compared with controls
(AUC were 1765 + 100 vs 1873 £ 59 %DO, respectively ; p=0.001) (Figure 2.A). We observed
no significant difference in wound healing between female and male (1836.18 + 27 vs
1794.64 + 21 %DO, respectively; p=0.14). Moreover, the sex*genotype interaction was not
significant (p=0.66), suggesting that impaired wound healing in uPAR” mice was comparable

between male and female (Figure 2.B).
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Figure 2: Wound healing after a 6-mm biopsy in in uPAR”" mice and their wild type littermates (uPAR™"),
over 12 days, expressed as the daily percent decrease in wound area from baseline (DO) (A), and as its AUC
between males and females (B). *p<0.05 for the effect of genotype (from the mixed effects model).

We repeated these analyses on the early phase of the response (week 1) as a post

hoc exploration, to see whether changes in wound healing were observed within the first 5

days of treatment. The results were comparable, with impaired wound healing in uPAR™"

mice compared with controls (399 * 8 vs 425 + 8 %DO0, respectively; p=0.045) (Figure 3.A) but

no significant difference between female and male (419 + 9 vs 403 + 8 %DO0, respectively;

p=0.22), and no gender*genotype interaction (p=0.971) (Figure 3.B).
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Figure 3: Wound healing after a 6-mm biopsy in in uPAR”” mice and their wild type littermates (uPAR+/ Y),
over 5 days, expressed as the daily percent decrease in wound area from baseline (DO) (A), and as its AUC
between males and females (B). *p<0.05 for the effect of genotype (from the mixed effects model).

Since no significant effect of sex was observed, we combined male and female in

subsequent analyses.
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No significant differences were observed on histological analysis between uPAR” and

controls at baseline and after re-epithelialization (Table 1).

uPAR” uPAR"*
Median (1Q) n Median (1Q) n P
Vessels 3.0 [1.5-5.5] 15 [1.0-2.0] 0.147
Edge of the Neovessels 0.0 [0.0-0.0] 0.0 [0.0-0.0] 1.000
P wound Macrophages 1.0 [1.0-1.0] > 1.0 [1.0-1.0] 8 1.000
Collagen 0.0 [0.0-0.0] 0.0 [0.0-0.0] 1.000
Vessels 1.0 [1.0-1.75] 1.0 [1.0-1.0] 0.324
Edge of the Neovessels 0.0 [0.0-0.0] 8 0.0 [0.0-0.0] H 1.000
wound Macrophages | 1.0 [0.25-1.75] 1.0 [0.0-2.0] 15 0.946
Collagen 0.0 [0.0-0.0] 9 (0.0 [0.0-0.0] 14 1.000
o Vessels 1.0 [0.25-2.0] 0.0 [0.0-2.0] 0.632
Neovessels 0.0 [0.0-1.5] 8 0.0 [0.0-10.0] H 0.196
Wound Area
Macrophages 1.0 [1.0-2.0] 2.0 [1.0-3.0] 15 0.596
Collagen 0.0 [0.0-1.0] 9 [1.0 [0.75-1.25] 14 0.061

Table 1: Histological data of edge of the wound and wound area in function of mice genotype. Data are
expressed as median [1°-3"quartiles].

Moreover, uPAR -/- microvascular response showed a slightly decreased for Ach in comparison
with uPAR+/+ but data were not significantly different (SNP: uPAR-/-: 60.14 + 28; uPAR+/+: 55.7 + 24;

p=0.738; Ach: UPAR-/-: 30.2 + 27; uPAR+/+: 43.0 * 23; p=0.718) ( (Figure 4).

Réactivité vasculaire sur peau saine

100

® uPAR-/-

B

Perfusion (%BL)

B UPAR+/+

ShP

Figure 4: Basal skin microvascular response to SNP and Ach iontophoresis on uPAR-/- mice in comparison
with their respective control. Data are expressed as increase of percentage of baseline.
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Treprostinil iontophoresis enhances healing in uPAR model

lontophoresis of treprostinil improved wound healing in comparison with control groups
(AUC were, for treprostinil : 1890.5 + 53, NaCl : 1786.0 + 99, sham : 1765.7 + 100 %DO0; p=0.001)
(Figure 3). Adjusted paired comparisons showed that treprostinil was significantly superior to both
NaCl and sham groups (p=0.008 and p=0.001, respectively), while these two did not differ in a
significant way (p=1.00) (Figure 4.A). There was no significant influence of gender on the effect of

treprostinil iontophoresis (p=0.068 for the treatment*sex interaction).

Post hoc exploration on the early phase of the response yielded similar results (AUC were, for
treprostinil : 452.5 + 20, NaCl : 411.7 + 41, sham : 398.9 + 33 %DO0 ; p<0.001) with significant
differences between treprostinil and the NaCl and sham control groups (p=0.003 and p<0.001,

respectively) (Figure 4.B).

Wound healing of uPAR-/-
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Figure 3: Effect of treprostinil iontophoresis vs NaCl iontophoresis and sham control on wound healing
expressed as the daily percent decrease in wound area from baseline over 12 days. *p=0.001 for the effect of
treatment (from the mixed effects model); treprostinil vs NaCl and SHAM,
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Figure 4:(A) AUC of wound healing over 12 days (B) and over the first five days of treatment
f£<0.01 treprostinil vs NaCl and Sham.
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Effect of the iontophoresis of treprostinil on angiogenesis

Treprostinil iontophoresis increased the number of vessels in the edge of the wound,

as well as in the wound area, in comparison with controls. The number of neovessels was

also increased with treprostinil iontophoresis but only in the wound area (Table 2).

NaCl Sham treprostinil p-value
Median (1Q) n Median (1Q) n Median (1Q) n
Edge of the Vessels 1 [1.0-1.75] 1 [1.0-1.0] 2 [1.0-3.0] 0.000
wound Neovessels 0 [0.0-0.0] 0 [0.0-0.0] 0 [0.0-0.0] 23 0.269
16 19
Vessels 0 [0.0-0.0] 1 [0.0-2.0] 0 [0.0-1,0] 0.003
Wound Area
Neovessels 5.5 [4.0-9.75] 0 [0.0-4.0] 5.5 [0.0-10.5] 22 0.003

Table 2: vessels and neovessels histological data of edge of the wound and wound area. Data are expressed

the wound for the treprostinil group compared with NaCl and sham (p=0.007 and p<0.001,
respectively)(Figure 5). In the wound area, the number of vessels was decreased in the NaCl
group compared with treprostinil (p=0.01) and sham (p<0.001), while the number of
neovessels was significantly increased in the treprostinil and NaCl groups, compared with

sham (p=0.012 and p=0.001, respectively).

Paired analyses showed a significant increase in the number of vessels in the edge of

as median [1°-3"quartiles].
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Figure 5: quantity of vessels and neovessels in the edge of the wound and the wound area.
*p<0.017 for treprostinil vs NaCl and SHAM, “p<0.017 for NaCl vs treprostinil and SHAM, *p<0.017 for
SHAM vs treprostinil and NaCl (non-parametric tests, with Bonferroni correction).

Treprostinil iontophoresis decreases inflammation in the edge of the wound

The histological analysis of inflammation showed a significant difference between

groups in the wound area and the edge of the wound (Table 3). Treprostinil iontophoresis

decreased inflammatory infiltrate in the edge of the wound in comparison with NaCl

(p=0.007) and sham (p=0.004). In the wound area, we observed an opposite effect, namely

an increase in markers of inflammation in NaCl compared to sham groups (p=0.006) (Figure

6).
NaCl sham treprostinil
p-value
Median (1Q) n Median (1Q) n Median (1Q) n
Edge of the wound 1 [0.0-2.00] 1 [1.0-2.0] 0 [0.0-1.0] 0.006
16 19 23
Wound Area 2 [2.0-3.0] 1.5 [1.0-2.0] 2 [1.0-3.0] 0.019

Table 3: Histological analysis of the inflammatory infiltrate in the edge of the wound and the wound area.
Data are expressed as median [1°'-3"quartiles].
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Figure 6: Inflammation in the edge of the wound and the wound area. Data are expressed
as median [1%/3"quartiles]. *p<0.017 for treprostinil vs NaCl and sham and £<0.017 for sham
vs NaCl.

DISCUSSION

In this study we investigated the effect of a new pharmacological approach on skin wound
healing, using an innovative mouse model of scleroderma-related ulcers. Indeed, the
pathophysiology of ulcers in patients with SSc is complex, and primary involves microvascular
disorders. Yet, to date, there is no animal model adequately capturing the vasculopathy of SSc.
Indeed, most models share characteristics of the fibrotic and immune disorders found in SSc [19—
22]. The originality of the genetic uPAR”” mouse model is that it also presents abnormal peripheral
microvasculature [12], a key feature when studying SSc-related ulcers. Indeed, the inactivation of the
urokinase-type plasminogen activator receptor is implicated in SSc-related microvascular alterations,
excessive extracellular matrix production and impaired angiogenesis [23]. The present study provides
further data supporting the use of uPAR”" mice as an animal model of SSc microangiopathy, and
more specifically for the study of SSc-related ulcers. Indeed, the traditional excisional wound model

that we have used shows delayed healing in uPAR”” mice.
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The main objective of this study was to explore the effect of iontophoresis of treprostinil on
this model. Our results show an improvement of wound healing, suggesting a pharmacological effect
of treprostinil. Interestingly, treatment effect appears early in the healing process, since significant
between-groups differences were observed within the first five days of treatment. However, there
was no trend towards a superiority of current alone vs sham, suggesting the absence of any
potentiation between the effect of the current and the effect of treprostinil. This was not expected,
as a theoretical advantage of our approach was to take advantage of the effect of the current itself
on wound healing. Indeed, exogenous currents can mimic endogenous skin currents, and stimulate
motility of inflammatory cells [24] and fibroblasts [25], and improve angiogenesis [26]. Finally,
cathodal currents are known to increase microvascular skin perfusion through PGl,—dependent
mechanisms, commonly referred to as “current-induced vasodilation” [27,28]. Although it did not
translate into improved wound healing, we observed a significant effect of the current on
angiogenesis, with an increase in the number of neovessels in the wound area with both

iontophoresis groups compared to sham.

We cannot exclude that other current modalities would enhance wound healing.
Unfortunately, in this protocol we were not able to test various current shapes and intensities like we
ever did before [31] 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 [32,33].

Although we did not thoroughly explore this issue, these results therefore suggest that the
effect of treprostinil on wound healing is more likely related to its potent vasodilatory effect through
IP receptor stimulation, than through its angiogenic properties, which rely on IP-dependent
mechanisms, but may also involve peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARq)-
dependent mechanisms [30]. Interestingly, the early effect of the administration of a PGlI, is

consistent with a prominent role of an IP-dependent pathway. Indeed, preliminary experiments
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conducted in our lab have shown very early impairment in the wound healing process in IP-KO mice.

This would explain why most of the effect was observed within the first five days of treatment.

This study has several limitations. The first one concerns the mouse model. To maintain
waterproofing around the iontophoretic electrode, we fixed the splint with stitches, with a possible
interaction with inflammation in the area. However, this is the best mice model for the wound
healing mice experimentation. The development of a new splint model should be interesting to
limited model interaction with wound healing processes. Another limitation concerns the imprecision
of histological analyses, which were graded in a semi-quantitative way. Along with the small sample
size, this may explain why we observed no difference between the two genotypes. Further

exploration of the properties of the skin of uPAR” mice is therefore needed.

In conclusion, iontophoresis of treprostinil improves wound healing in a mouse model of SSc-
related ulcers. This effect is mostly observed within the first few days of treatment, and is associated
with enhanced angiogenesis. It is worth noting that current alone did not improve wound healing.
These results provide evidence that iontophoresis of treprostinil should now be tested in patients

with SSc-related digital ulcers.
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Effet de I’iontophorése de tréprostinil dans le traitement des ulceres

cutanés sur un modele murin diabétique.

Le diabéte est aussi caractérisé par une dysfonction endothéliale et des ulceres
chroniques. Comme nous ’avons vu précédemment, I’administration iontophorétique de

tréprostinil pourrait aussi dans ce cas améliorer le délai de cicatrisation des ulcéres cutanés.

Comme pour I’étude précédente, nous avons évalué I’efficacité du traitement par
iontophoreése de tréprostinil sur la cicatrisation d’ulceres excisionnels, mais aussi ischémiques,
sur un modele murin diabétique. Succinctement, nous avons choisi le modele BKS,
couramment utilisé dans les études s’intéressant au diabéte, et reconnu pour son fort retard de
cicatrisation (environ 21 jours pour un ulcere excisionnel contre 14 pour un controle C57BLS6,
données avec attelle anti-contraction). Certaines évolutions ont été apportées a ce modéle
comparé au modéle UPAR™ précédemment décrit. Tout d’abord, nous avons réalisé deux
ulcéres excisionnels ou ischémiques sur ’arriére train des animaux épilés, plus gros que dans
la précédente étude. Afin d’augmenter notre force statistique et de diminuer le nombre
d’animaux utilisés lors de ce protocole, nous avons trait¢ chaque ulcére indépendamment.
Deuxiemement, nous avons utilisé une attelle dite « 1égére ». Un anneau servant d’attelle était
maintenu au niveau de la plaie non pas par des points de suture mais par une interface
adhésive double face, utilisée dans les tests de réactivité vasculaire. Comparé au modele
précédent uPAR™", nous avons pu adapter ce dispositif principalement parce que les animaux
BKS sont moins agressifs entre eux que les uPAR™. Nous nous sommes aussi intéressés au
passage systémique de notre molécule en réalisant une étude de pharmacocinétique. Pour
finir, nous avons réalisé une analyse de nos biospsies, d’une part en histologie et d’autre part

par quantification biochimique.

Nous avons pu observer dans cette étude, une amélioration du délai de cicatrisation
des ulceres, ischémiques et excisionnels, suite au traitement par iontophorése de tréprostinil.
Toutefois, cette amélioration n’a pu étre expliquée par 1’analyse des coupes histologiques.
Nous espérons que les analyses biochimiques (certaines sont toujours en cours) nous
apporterons de plus amples données afin d’en expliquer les mécanismes. Comme dans I’étude
précédente, a I’inverse de ce que nous attendions au vu de la littérature, nous n’avons pas

observé d’effet courant seul sur la cicatrisation.
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En conclusion de ce travail, nous pouvons confirmer les résultats obtenus dans 1’étude
précédente, autrement dit que 1’iontophorése de tréprostinil accélére la cicatrisation, sur un
modeéle murin diabétique. Cet effet a aussi été démontré sur un modéle d’ulcére ischémique.
Toutefois, au vu des résultats du courant seul, il serait intéressant de réfléchir a 1’utilisation
d’autres types de courant afin de potentialiser d’avantage 1’effet pharmacologique des

molécules d’intérét et 1’effet courant seul.

Vous trouverez a la suite de cette introduction, I’article issu de cette étude.
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INTRODUCTION

Diabetic foot ulcers (DFUs) are a serious complication of diabetes mellitus. These
chronic, non-healing wounds, thus represent a major public health concern and contribute to
increase health costs’. Indeed, diabetes is the leading cause of non-traumatic lower-limb
amputations®, and the rise in the prevalence of type 2 diabetes worldwide increases the global
burden of DFUs *. The pathophysiological context of chronic hyperglycemia causes, among

7,8

others, inflammation®, endothelial dysfunction”® and neuropathy’, and decreases immune

response’, and hampers cell proliferation, migration and organization®.

Aside from complementary measures like pressure off-loading and infection control,
current treatment of DFUs mostly rely on local care, such as debridement and dressings™*2.
However, optimal care, complications are frequent, and approximately 25% of patients with

DFU will have foot amputation®, stressing the need for new treatments.

The microcirculation has a key role in tissue survival by maintaining perfusion,
delivery of oxygen and nutrients. Blood flow is regulated by several vasodilating and
vasoconstricting substances that are released by the endothelium to surrounding vascular

smooth muscle cells, mediating vascular tone™***

. The concept of diabetic microangiopathy
emerged during the first half of the twentieth century, and has since been considered as a
hallmark of the disease. At the skin level, microvascular dysfunction contributes to tissue

hypoxia, which in turn impairs the healing process and promotes DFU™.

Several classical pathways explain how hyperglycemia damages the microvessels, e.g.
aldose reductase and the polyol pathway, advanced glycation end products (AGEs), and
protein kinase C activation (PKC)***". All of these pathways are enhanced, but also contribute
to the production of reactive oxygen species (ROS) in the vascular wall. Superoxide rapidly
reacts with nitric oxide (NO), a major regulator of endothelial function, which exerts a variety
of deleterious effects in endothelial cells through peroxynitrite generation. Endothelial
dysfunction in diabetes has almost exclusively been attributed to inflammation and impaired
NO pathway. Yet, a substantial amount of experimental data now suggest a role for other

mediators®®.

The prostacyclin (PGI;) has long been known as a regulator of microvascular tone. It
also has an important role in vascular homeostasis and angiogenesis, through vascular
endothelial growth factor (VEGF)/NADPH Oxidase 4 (NOX4) signaling*®?*#. There is
growing evidence that the PGI, pathway is dysregulated in diabetes, which contributes to
microvascular dysfunction. Pioneer work showed that serum from patients with type 1
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diabetes inhibited PGI2synthesis in cultured endothelial cells?®. Experimental models of
insulin resistance also show that overproduction of superoxide activates a variety of pro-
inflammatory signals, and inactivates both eNOS and PGl, synthase?® . Downstream
glycosylation or desensitization caused by epigenetic modulation may lead to PGI, receptor
(IP receptor) dysfunction®. Consistently, recent work shows that in diabetic patients, IP
receptor expression on platelets inversely correlates with the severity of the disease,
supporting the hypothesis of a global PGl,-pathway dysfunction in diabetes®.

The use of PGI; analogs in diabetes has been poorly explored, and to date there is no
evidence to support any efficacy as a treatment of DFU?®. Yet, recent data suggests that
iloprost might improve peripheral microvascular function in humans*. While systemic
administration of these drugs require hospitalization and expose to important, dose-limiting
adverse effects, we aim at testing the effect of topical administration of PGI, analogs through
iontophoresis, a non-invasive, current-driven drug delivery method®. It combines the effect of
the drug to that of the current, which enhances vasodilation, cell migration and wound

healing? .

We have recently conducted a series of preclinical and clinical experiments to
demonstrate the feasibility of delivering treprostinil into the skin of rodents and healthy

32-34

humans® ", and showed that it induces sustained vasodilation, including on the lower limb of

patients with diabetes *

. However, whether treprostinil iontophoresis promotes wound
healing in diabetes has never been shown. The aim of this study was therefore to determine

whether the procedure improves wound healing in a mouse model of diabetes.

METHODS
Animals and study design

The protocol was approved by a local institutional review committee (APAFIS#8676-
2017012318061452v6) and conducted in accordance with the National Institutes of Health
(NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Fourty-two twelve-week old male
db/db mice (BKS(D)-Leprdb/JOrIRj), an obese genetic model of type 2 diabetes, were
acquired from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). These mice were allowed to
acclimate to the photoperiod (12-hour light/12-hour dark) and temperature conditions
(22£1°C) for one week prior to the start of the study with food and water ad libitum. Blood
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glucose levels were tested with a glucometer (Vario Onetouch®) to confirm that plasma

glucose levels were above 300 mg/dL before getting into the study.

Ulcers were subsequently randomized into 3 sub-groups according to the treatment to
be administered: sham (untreated wound), control (current + vehicle), treprostinil (current +
treprostinil). At day 0, two wounds were made on the back of each animal, and a daily
treatment was administrated (from day O for the excisional wound and from day 6 for the
pressure ulcer) until complete re-epithelialized (final day of observation). Since the two sites
from each animal were treated differently, there were three possible combinations (Figure 1).

treprostinil

RO\ @B/ O na
& sHAm

Figure 1: Three possible combinations of wounds care

Our primary endpoint was to assess whether the combination of treprostinil and
current (iontophoretic administration) could accelerate wound healing delay as compared with
current alone or no treatment.

Wound models

Excisional wound (EW)

Isoflurane mask was used for anaesthesia (induction 3min at 3%, and kept at 1.5%
during all the procedure) and analgesia was injected before wound creation (Buprenorphin,
0.1mg/kg). Two full-thickness wounds extending through the panniculus carnosus were made
on the shaved dorsum on each side of midline using an 8 mm biopsy punch and scissors. A 14
mm-diameter ring was affixed with tissue adhesive to protect ulcers as splint-function and

covered with a bandage.

Pressure ulcer (PU)

Isoflurane mask was used for anaesthesia (induction 3% and kept at 15%) and
analgesia was injected before wound creation (Buprenorphin 0.1mg/kg).We adapted a used
PU protocol®®. Two magnet plates (10 mm diameter, 5.5N, MAGSY, Zlin-Pritné, Czech
Republic) were placed in their shaved skin of the dorsum region, pinching both the skin and
the underlying panniculus carnosus. Pressure ulcers were formed after 3 ischemia—reperfusion

cycles (I/R). Each cycle consisted of a 2 h period of magnetic pressure followed by a 15
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minutes period of release. Mice were anesthetized only during magnet placement and removal

steps.
In the 2 models, a final biopsy of the healed skin was made to assess skin quality.
TREPROSTINIL
A) Preparation NaCl VR Biopsy
SHAM
D-5 DO D21 D23 D24
Ulcer creation

B) TREPROSTINIL

NaCl VR Biopsy

Preparation

SHAM

D-5 DO De D21 D23 D24
Ulcer creation

Figure 2: Study design for A) EW and B) PU.

lontophoresis protocols

Commercial treprostinil solution at 2.5 mg /mL (6.4 mM) was used (Remodulin®,
Bioprojet Pharma, Paris, France), and isotonic sodium chloride (NaCl 0.9%) (Aguettant,
Lyon, France) was used as control. Treprostinil was diluted with 0.9% NaCl to a obtain 0.64
mM solution. Solutions were daily administered during 20-minutes with a 100 pA cathodal
continuous current, since treprostinil is negatively charged at skin physiological pH. Active
and passive electrodes were then connected to a generator (Figure 2). During each

iontophoresis, animal were anesthetized.

alinud i\{ i

Figure 3: BKS mouse with two excisional wounds during iontophoresis protocol.
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Assessment of wound healing

Wound healing was evaluated by examining daily photographs taken with a digital
camera and an 14mma-diameter ring around ulcers to have a size reference. Analyses were
made blinded to the group using ImageJ software®’, and were expressed as wound area (mm2)
and its daily percent decrease from baseline (day 0 for EW, and D6 for PU) wound area.

Areas under the curve (AUC) of wound healing over time were subsequently calculated.

Assessment of microvascular reactivity

Mice were anesthetized with inhaled isoflurane (induction 3min at 3%, and kept at
1.5%), and the dorsal surface of the mouse was shaved with an electric shaver, followed by

treatment with a hair-removal cream (Veet)**

Before and after wound healing process, endothelial (Ach) and non-endothelial (SNP)
dependent tests were performed. Skin blood flow was continuously recorded, using a laser
Doppler Imaging (PIM3; Perimed, Jarfalla, Sweden) during transcutaneous iontophoresis on
the hairless back of the animals with an 1.2cm? electrode. Endothelium-dependent function
was assessed using iontophoresis of acetylcholine (ACh) at 20 mg/mL (Sigma, Saint Quentin
Fallavier, France) with a 100 pA anodal current during 10 min. Endothelium-independent
function was assessed using iontophoresis sodium nitroprusside (SNP) at 20 mg/mL (Nitriate;
SERB, Paris, France) with a 100 pA cathodal current during 10 min. Data were digitized,
stored on a computer, and analysed offline with signal processing software (PimSoft
v1.5.4.8078, Perimed, Jarfalla, Sweden). Baselines were expressed as arbitrary perfusion units
(APUs) and vasodilatory responses as percent increase of respective baseline (%BL).
lontophoretic dose is defined as current multiplied by time of application Dose
(LA/second)=current (LA) x time (seconds™’.

Pharmacokinetics

Treprostinil pharmacokinetics was performed at 3 different times: on healthy skin (i.e.
before wounding), when the ulcer size was maximal (DO or D6), and on a re-epithelialized
skin (last day of observation). Plasma samples were collected at time point: 15 minutes, 30
minutes, 45 minutes, 1 and half hour and 3 hours after the beginning of iontophoresis. One
millimeter of the tip of the tail was cut after disinfection with scissors. 75ul of blood were
sampled using hematocrit tube, centrifuged at 5000rpm during 10min. Plasma was collected

and frozen at -80°c.
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Treprostinil was quantified by liquid chromatography — tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS), as previously described®*. Briefly, 10 pL of sample were treated with 60 pL of
a precipitation reagent (ZnSO, 60 mM/methanol 30/70 v/v) containing the isotope labeled
internal standard (6 keto PGFla-d,). After vortex-mixing and centrifugation at 21 000 g for

10 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 x 50 mm
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), with an aqueous mobile phase containing 30%
methanol and 0.07% formic acid delivered at 3 mL/min for 1.5 min. After valve switching the
compounds of interest trapped on the perfusion column were eluted through the analytical
column Vydac Denali Cig 2 x 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% 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. Six min after the beginning of the run, the valve
was switched back to its initial position in order to re-equilibrate the perfusion column for the

next injection. The complete two dimensional chromatographic run lasted 11 min per sample.

Measurements were performed on an APl 4000 tandem mass spectrometer (ABSciex,
Toronto, Canada) equipped with a turbo VV® 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
for 6 keto PGFla-d4 (m/z 373.3/167.1) (Figure S3). The ion source was operated in negative
mode with an ESI potential of -4500 V and the following parameters: turbo heater and
nebulizer gas respectively set at 40 and 55 psi, ion source temperature at 600°C and curtain

gas setting at 10 psi.

Calibration curves were calculated by least-square regression with a 1/x weighting
with linear regression. The lower limit of quantification was fixed at the level of the
concentration corresponding to the first point of the calibration curve (7.2 pg/mL). The intra-
day and inter-day coefficients of variation were <12 %. Results were expressed as logarithm

of the plasmatic treprostinil concentration, in pg/ml, and AUC were calculated.
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Histology

Skin tissue samples from wounded areas were harvested and fixed in 4% formalin
during 24hours. After imbedding in a paraffin block, five-micrometer thickness sections were
cut and an hematoxylin, eosin and safran staining (Leica Autostainer XL, LeicaBiosystems®)
was carried out to evaluate morphological characteristics of the epidermis, dermis and

hypodermis regions.

A full blinded study was performed by a dermatopathology consultant using an optical
microscope (OLYMPUS BX51). Microvessel density was determined quantitatively by
counting the number of microvessels per high power field (400 x magnification, diameter of
field of view= 0,62mm) with differentiating new blood vessels which are tufted and have
turgescent endothelial lining from pre-existing vessels. Two different regions were observed:
the edge of the wound (EW) and the center of the wound area (WA) (Figure 3).

Collagen deposition and its distribution were evaluated using a microscope with
polarised light, and classified into four groups as follows: A, well organized collagen bundles;

B, disorganized and organized bundles; C, disorganized fine fibres; and D, no refringence.

The density of the inflammatory infiltrate was graded semi-quantitatively, and
classified into the four following groups: A, no inflammation; B, discreet inflammation; C,

moderate inflammation; D, intense inflammation.

Wound Area Edge of the
wound

Figure 4: Histological regions of EW model
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Multiplex-immunoassay procedure

Skin concentration of matrix metalloproteinases (MMP)-2, MMP-3, MMP-8 and pro-
MMP-9; interleukines (IL)-1a, IL-1b, IL-4, IL-10; tumor necrosis factor alpha (TNFa);
transforming growth factors beta (TGFp)-1, TGFp-2, and TGFB-3; and vascular endothelial
growth factor (VEGF)-A, were realized on skin biopsies collected at DO, D3, D5, D9 and re-

epithelialized skin (last day of observation).

All samples were mixed and grinded (Precelys®). Then, skin samples were
centrifuged at 5000 rpm for 10 min. The supernatants were collected and analyzed by
multiplex immunoassay using Magpix® (Luminex Corporation, Austin, Texas, USA) with
three multiplex kits (all from Merck Millipore®, Darmstadt, Germany): MMMP3MAG-79K
(for MMP2-3-8 and proMMP9), TGFBMAG-64K-03 (for TGFp1-2-3) and MCYTOMAG-
70K (for IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-10, TNFa, and VEGF). Concentrations of all markers were
determined by extrapolation from standard ranges, which were measured simultaneously.
Each sample was duplicated and expressed as pg/mL. The multiplex assays were performed

following the manufacter’s instructions.

These analyses are still ongoing, and the results are not yet available.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + SD, or as median [1st-3rd quartiles] when not
normally distributed. Wound healing was analysed using general linear models. The effect of
treprostinil iontophoresis was assessed by including the treatment effect as a fixed factor, and
the mouse as a random factor. The Bonferroni method was used to account for multiple
comparisons. In order to take into consideration wound area at baseline, the latter was
introduced as a covariate in all models. Pharmacokinetic data, vascular reactivity, histological
and biochemical analyses were evaluated using non-parametric tests. A p-value of 0.05 or less
was considered statistically significant. Statistical analyses were performed using SPSS 21.0
for Windows (IBM, SPSS, Chicago, IL).
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RESULTS
Treprostinil iontophoresis enhances healing in BKS model

In both ulcer models, treprostinil iontophoresis improved wound healing delay
compared with others groups (EW: p=0.001; PU: p=0.001) (Figure 4.A and 4.C). In the EW
model, paired analyses showed that treprostinil was significantly different from the sham
group (AUC were 1139.3+121 vs 864.7+195 %DO0, respectively; p=0.001) but not from NaCl
(AUC 953.2+124 %D0; p=0.332) (Figure 4.B). The difference between NaCl and sham was
not significant either (p=0.59). There was no significant influence of the animal on wound

healing.

In the PU model, treprostinil was significantly different from NaCl and sham groups
(AUC was 839.1+106 %D6 for treprostinil vs 796.2+157 %D6 for NaCl, p=0.018; and:
802.6£129 in the sham group, p=0.002 vs treprostinil). Contrary to the EW model, here we
observed a significant effect of the animal (p=0.001) and of the size of the wound at the
beginning of the treatment (p=0.005). Moreover, there was a significant different between
animals for the ulcer-size at D6 (p=0.0006) (Figure 4.D).
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Figure 5: A) Wound healing percentage of EW model in function of treatment groups C) Wound size of PU in
function of treatment groups. Estimated marginal mean of B) AUC of %WHDO0-D21 for the EW model and D)
AUC of %WHD6-D21 for the PU model.*p=0.001 for sham vs treprostinil and £p=0.001 for treprostinil vs sham
and NacCl.
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Pharmacokinetic of treprostinil iontophoresis

In the excisional wound model, treprostinil plasma concentration was significantly
higher after iontophoresis on wounded skin than on healthy skin (9.6 £ 1.0 vs 11.6 + 1.0
log([treprostinil]p), respectively; p=0.006). Plasma concentration tended to reach baseline
levels after treatment on re-epithelialized skin (10.7 + 0.8 log([treprostinil]p) ; p=0.078 vs
healthy skin, and p=0.150 vs wounded skin) (Figure 5A).

In the pressure wound model however, we observed no significant difference in
treprostinil plasma concentration between the three conditions (9.87 £ 0.6 units for healthy;
10.2 + 1.3 for wounded skin; 9.8 + 1.4 for re-epithelialized skin, log([treprostinil]p) ;
p=0.840) (Figure 5B).

Izl Pharmacokinetic of treprostinil - EW model Pharmacokinetic of treprostinil - PU model
N . .
z 2
3 £ -
=, T B,
g T g 1T
£ £
5 3
E s g'
O Q
2
Healthy skin ~ Wounded skin Re-epithelialised Healthy skin Wounded skin Re-epl;l;frliiallzed
skin

Figure 6: Pharmacokinetic of treprostinil at Healthy skin, Wounded skin and Re-epithelialized skin on A) the EW
model, B) the PU model. *p=0.006 for Healthy skin vs Wounded skin.

Assessing local vs systemic effect of treprostinil

Since treprostinil was able to reach the systemic circulation, although in small amounts, we
aimed at assessing the systemic vs local effect of treprostinil, by comparing untreated ulcers (NaCl and
sham sites) from mice not exposed to treprostinil (combination 2 on Figure 1, “no systemic
treprostinil””) with untreated ulcers from mice exposed to treprostinil (combinations 1 and 3 on Figure
1, “systemic treprostinil”).

For both ulcer models, there were no significant difference between wound healing of
“T+(S/N)” and “No T” (EW: TH(N/S): 897.4 £ 176, No T: 900.0 = 179, p=0.968 ; PU: T+(S/N):
735.3+ 127, No T: 859.7 £ 129, p=0.846) (Figure 6).
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Figure 7: Comparison of untreated ulcers from T+(S/N) group with No T group in: A) EW model, B) PU model.

Histological analyses

The comparison of the number of vessels and neovessels showed no difference
between groups at any time point (Table 1 in annex 1). We observed the same results for

semi-quantification of inflammation and collagen structure.

Effect on microvascular reactivity

Microvascular reactivity tests (iontophoresis of Ach and SNP) on the EW model showed no
difference in the functionality of microvessels (Figure 5A and 5.B). We observed only a significant
difference for acetylcholine vascular reactivity test in the PU model, but with negatives data (NaCl: -

14.0 £ 19, SHAM: 19.1 + 7, treprostinil: 17.0 + 22, p=0.03) and more specifically between NaCl and
sham groups (p=0.011) (Figure 5.C ad 5.D)
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Figure 8: Ach and SNP vascular reactivity test at D21on: A)B) EW model, C)D) PU model.
*p=0.011 for NaCl vs SHAM.
DISCUSSION

The main objective of this study was to explore the iontophoresis of treprostinil on two
different wound models in diabetic mice. Our results show that the treatment consistently
improves wound healing, which is line with the result obtained in another model of skin ulcer
associated with microvascular dysfunction, i.e. the uPAR™ murine model of systemic
sclerosis. These results of microvascular vasodilatation has been already demonstrated, as

33,42

323435 or murine models®**?,

well as on human

In this study, we didn’t confirm the angiogenesis effect of current and PGl,. We
hypothesized that treprostinil iontophoresis improve wound healing delay in part by
increasing neoangiogenesis and angiogenesis. Unfortunately, histological data didn’t show a
significant effect of our treatment on number of vessels, neovessels, inflammation and
collagen structures, and whatever groups or intermediary days. Histological analysis of 5um
biopsies thickness represents only a little part of the interest area. So it’s difficult to

generalized only one observation for all the wound healed skin area. To remedy this, the 3D
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reconstruction from multiple histological biopsies could give interesting and more precise
information. Biological analysis could also brought explanations of mechanisms involved.
Unfortunately, we actually are waiting for results that we can’t present in this document. To
evaluated treprostinil iontophoresis effect, we will quantified some angiogenic factors (such
as VEGF), inflammation factors (such as IL1a and B, IL6, IL10, TGFB1,2,3 and TNFa), and
remodeling factor (such as MMP 2, 3, 8 and 9).

The first limit of this study was the current protocol. We used a cathodal direct
current. Recent meta-analysis?® showed that the high voltage pulsed current (HVPC) seems to
have the best effect on wound healing. Indeed, by example, some hypothesis proposed that
HVPC could improve electroporation whereas direct current seems to permit more
electromigration. However, there are only few data about the use of the type of current on the
iontophoresis of treprostinil. Kotzki et al showed that pulsed iontophoresis could optimize
treprostinil iontophoresis*. Indeed, they compared direct versus pulsed current with different
intensity. They observed an increase of the iontophoretic efficacy with a pulsed current at
600uA..

Another limitation of this work concerns the systemic iontophoretic passage of our
molecule. This method of administration has advantages in the wound healing topic but it’s
complicated to evaluate precisely the quantity of administrated molecule. The
pharmacokinetic evaluation showed different profile depending of the ulcer. Indeed, we
observed no difference in plasma concentration between different skin conditions for the PU
ulcer, while in the EW we observed a significant difference between iontophoresis on healthy
skin and wounded skin. This could be explained by the direct passage of the molecule at DO
on an EW, in which all layers of the skin are removed; on the other hand, even in the presence
of a pressure ulcer, the skin might maintain some barrier function, preventing the drug from
diffusing too much. The absence of significant difference in wound healing between non-
treated ulcers from mice treated or not with treprostinil on the contralateral ulcer suggests that

the systemic concentration of treprostinil is too limited to have an impact on wound healing.

Another limitation is that we did not measure blood pressure continuously during
iontophoresis. Indeed, systemic treprostinil might have decreased blood pressure, which could
be used as a surrogate of systemic diffusion of the drug. Another potential impact of
modifications of blood pressure is interfering with microvascular assessments. Indeed, we

observed large variability in microvascular reactivity tests. We observed trends toward
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improvement of reactivity in treprostinil group compared with two others but nothing
significant. This could be due to weaknesses of this test. Using a Laser Doppler Imaging,
results depend on environmental parameters such as temperature and movement. Moreover,
mice were anesthetized, leading to two others bias. On one hand, during anesthesia, mice
breathe slowly but this movement altered the reflected ray of Doppler. On a second hand,
microcirculation in decreased with anesthesia, altering drug delivery with iontophoresis and
its local effect. We saw that NaCl results are negatives for Ach test. Usually, Ach and current
induce vasodilation. In this case, a vasoconstriction could be observed due to this

environmental bias.

To conclude, this study shows that iontophoresis of treprostinil improves wound
healing in diabetic mice, both on ischemic and excisional ulcers. However, further data are
needed to understand the mechanisms involved in this effect and to assess the best current
protocol for this administration to cumulate current and pharmacological effects. Indeed,
direct current used in this study showed a positive effect, but the HVPC would have greater

iontophoretic efficacy.
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Annex 1

Table 1: Histological data of edge of the wound and wound area in function of treatment
group. Data are expressed as median [1st-3rdquartiles].

NaCl sham treprostinil
p-value
Median (1Q) ‘ n | Median (1Q) ‘ n Median (1Q) | n
Vessels 9,0 [4,75/10,5] 6,0 [2,0/6,75] 6,0 [6,0/9,5] 0.147
Neovessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
DO | Edge of the wound _ n=6 n=10 n=5
Inflammation | 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
Collagen 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
Vessels 2,0[1,5/5,0] 1,0[1,0/1,0] 2,0[1,0/1] 0.129
Neovessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
Edge of the wound _
Inflammation | 2,0 [2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 1.000
Collagen 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
D3 n=5 n=3 n=3
Vessels 0,0[0,0/2,0] 0 [0/0] 0 [0/0] 0.267
Neovessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
Wound area _
Inflammation | 3,0 [3,0/3,0] 3,0[2,0/-] 3,0[3,0/3,0] 0.264
Collagen 3,0/ [3,0/3,0] 3,0 [3,0/3,0] 3,0 [3,0/3,0] 1.000
Vessels 3,5[2,0/1] 3,0[2,0/-] 5,0 [5,0/-] 0.121
Neovessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
Edge of the wound _
Inflammation | 2,0 [2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 2,0 [1,0/1] 0.435
Collagen 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
D5 = n=3 n=3
Vessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
Neovessels 3,5[0,0/-] 0 [0/0] 7,0 [0,0/-] 0.457
Wound area
Inflammation | 4,0 [4,0/4,0] 3,0 [3,0/-] 4,0 [3,0/1] 0.364
Collagen 3,0[3,0/3,0] 2,0[2,0/2,0] 3,0[3,0/3,0] 1.000
Vessels 2,0[1,25/2,0] 20[2,0/2,0] 2,0[2,0/-] 0.269
Neovessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
Edge of the wound _
Inflammation | 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 0.311
Collagen 1,0 (1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
D9 = n=3 n=3
Vessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 1.000
Neovessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0 [0/0] 0.311
Wound area
Inflammation | 4,0 [4,0/4,0] 4,0 [4,0/4,0] 3,0 [3,0/1] 0.193
Collagen 3,0[3,0/3,0] 3,0 [3,0/3,0) 3,0 [3,0/3,0] 1.000
Vessels 4,0 [1,5/5,75] 6,0 [4,0/-] 4,0 [3,5/6,5] 0.376
Neovessels 0 [0/0] 0 (0/0] 0[0/0] 1.000
Edge of the wound
Inflammation | 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
Collagen 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1,0 [1,0/1,0] 1.000
ED = n=3 n=5
Vessels 0 [0/0] 0 [0/0] 0,0[0,0/1,0] 0.832
Neovessels | 13,0 [9,5/21,0] 18,0 [12,0/] 17,0 [13,5/23,5] 0.429
Wound area
Inflammation | 2,0 [2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 0.223
Collagen 2,0 [2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 2,0[2,0/2,0] 1.000
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L'hypothese principale de ce travail de these était qu’une administration locale d'un
analogue de la prostacycline, le tréprostinil, améliore le délai de cicatrisation d’ulcéres cutanés liés a
une dysfonction microvasculaire. Pour y répondre nous avons utilisés deux modeéles murins mimant
des pathologies tres différentes a savoir la sclérodermie systémique (modeéle uPAR'/') et le diabéte

(BKS).

Dans ces 2 modeles, nous avons observé une accélération de la ré-épithélialisation avec
I'iontophorese de tréprostinil, alors que le courant seul n’a pas eu d’effet significatif. La
potentialisation entre I'effet pharmacologique de la molécule et I'effet du courant était pourtant
attendue, le courant ayant lui-méme un effet sur différents mécanismes mise en jeu dans le
processus de cicatrisation’™. Il est possible que les propriétés du courant utilisé dans nos travaux ne
soient pas optimales en termes cicatrisation. En effet, chez ’'Homme, une méta-analyse récente
menée par notre équipe a montré que l'utilisation d’un courant continu pulsé a haut voltage semble
étre le plus efficace®. Toutefois, nous avons montré que chez I’animal, le courant continu était plus
adapté que le courant pulsé pour Iiontophorése de tréprostinil®, raison pour laquelle nous I'avons
retenu. Néanmoins, compte-tenu des différences inter-espéces, il est possible que chez 'Homme le
courant pulsé a haut voltage soit également approprié pour I'iontophorése de tréprostinil, ce qui est

une piste intéressante a développer pour les travaux futurs.

Nous en déduisons donc que l'effet de l'intervention est bien liée a la molécule de
tréprostinil, et non au courant. Toutefois, I'’étude de pharmacocinétique réalisée dans le modele BKS,
nous a permis de démontrer que, malgré un passage systémique de la molécule plus important le
jour de Il'ulcération, la concentration systémique semble trop faible pour avoir un impact sur la
cicatrisation des plaies non traitées par tréprostinil, y compris celles sur lesquelles un courant
électrique sans médicament (NaCl) était appliqué. Cela valide donc I'idée d’une approche locale pour
le traitement des ulcéres. Bien que nous n’ayons pas pu quantifier le tréprostinil dans la peau des
animaux, ces résultats sont cohérents avec une étude pharmacocinétique que nous avons
précédemment réalisée chez 'Homme, montrant une concentration intradermique élevée et
prolongée apres iontophoréese de tréprostinil sur peau saine, alors que la concentration systémique

était tres faible, voire indétectable’.

Il est intéressant de noter que lintervention s’est avérée avoir un effet sur deux types
d’ulceres différents, excisionnels (pour uPAR” et BKS) et ischémiques (BKS). Toutefois, nous n’avons
pas a ce stade suffisamment d’éléments pour comprendre les mécanismes sous-jacents. Les données
de fonctionnalités microvasculaire ne montrent aucun effet significatif de I'intervention, ce qui est
possiblement lié a des faiblesses méthodologiques discutées ci-dessous. Par ailleurs, les résultats

d’histologie sont discordants entre les deux modeéles animaux. En effet, 'analyse histologique des
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biopsies des animaux BKS a D21 n’a pas mis en évidence de différence entre les groupes. En
revanche, sur le modeéle uPAR'/', nous avons pu observer un effet pro-angiogénique de I'iontophorése
de tréprostinil, avec une augmentation de la quantité de vaisseaux dans la partie remodelée de la
plaie. Cela peut étre expliqué par la possible activation des voies angiogéniques IP dépendantes. En
effet, la PGI, régule I'angiogéneése par stimulation de la voie VEGF dépendante. La quantification de
VEGF (actuellement en cours) dans la peau des animaux avant et apres traitement, devrait apporter

plus d’information sur les mécanismes en jeu.

Un point important a précis est la tolérance de I'approche iontophorétique par les animaux.
Malgré une application iontophorétique quotidienne (BKS) durant 21 jours, ou 5jours/7 durant deux
semaines (UPAR), nous n’avons pas observé de brilures sur la peau de nos animaux au niveau des
zones exposées au courant. Cela suggere que la quantité de courant administrée reste dans des

proportions suffisamment basses pour éviter I'apparition d’effets indésirables lié au courant.

Limites

Tout d’abord, il existe de nombreuses limites inhérentes aux études pré-cliniques sur
modeles animaux, aucun n’étant un modele parfaitement représentatif de la physiopathologie
humaine. Partant de cette réalité, il est important de connaitre et prendre en compte certains

aspects de ces modeéles pouvant impacter les résultats de nos études.

L'utilisation de modeles murins a de nombreux avantages. lls permettent notamment
I'utilisation de modeéles génétiquement modifiés, qui permettent d’induire des phénotypes
particuliers ou de tester certaines hypothéses mécanistiques, tout en gardant I’'avantage d’'un
modele in vivo. Dans le domaine de la cicatrisation cutanée, il est en effet essentiel de prendre en
compte la microcirculation et lI'innervation cutanées. Bien que l'utilisation de modeles in vitro
permette aujourd’hui d’approcher la physiologie de la peau, notamment par des techniques de
culture ou de bio-impression 3D, il n’est pas encore possible de recréer des peaux parfaitement
vascularisées et innervées. Toutefois, ces outils présentent I'avantage de pouvoir utiliser des cellules
provenant de patients, et donc de mimer des phénotypes pathologiques qui permettront de mieux
explorer la physiopathologie des ulceres. Il faut donc envisager les modeéles 3D comme des
compléments, et non des alternatives, aux modéles animaux. Enfin d’autres modéles animaux (non
murins) existent pour étudier la cicatrisation, comme par exemple I'oreille de lapin, ou la peau de
porc, plus proches de la peau humaine’?; toutefois ces modéles sont aujourd’hui beaucoup moins

accessibles et plus colteux. Enfin, la pathologie sous-jacente est plus difficile a mimer.

Les modeles murins que nous avons retenus nous ont permis d’induire des phénotypes

pathologiques pour les deux pathologies d’intérét. Ces modéles animaux pathologiques peuvent étre
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induits principalement de deux maniéres : chimiquement ou génétiquement. Dans le premier cas,
une substance toxique va générer des modifications pathologiques ciblant un organe ; c’est le cas par
exemple de linjection intradermique d’HOCI pour entrainer une inflammation puis une fibrose
cutanée mimant la sclérodermie, ou de streptozotocine (STZ) pour détruire le pancréas et induire un
diabéte. La seconde approche consiste a générer une modification génétique qui sera a I'origine du

phénotype pathologique.

Ces deux approches possédent des avantages et des inconvénients propres. Par exemple, les
modeles génétiques ne requierent pas de manipulation expérimentale afin d’induire la toxicité, mais
la modification du génome peut avoir plus d’impact physiologique que souhaité. Les caractéristiques
des modeles chimiquement induits sont opposées. En effet ils nécessitent la manipulation des
animaux, et donc du stress, mais peuvent étre réalisés sur différentes souches animales. Autrement
dit, il est aussi possible de coupler les avantages de ces deux modeles par I'induction chimique d’une

pathologie sur une souche animale génétiquement modifié.

Toutefois, comme nous I'avons souligné précédemment, les modeles animaux ne refletent
pas exactement la physiopathologie humaine. A I'exemple des études sur le diabete, il est
couramment admis que le modele BKS (génétiquement induit) est plus spécifique d’'un diabéete de
type 2 (DT2) tandis que le modele STZ (chimiguement induit) serait plus représentatif d’un diabéte
de type 1 (DT1). Aux vues des différences physiologiques entre rongeurs et humain, mais aussi de la
difficulté de la mise au point de modeéles animaux pathologiques, il me semble important de nuancer
ce point. Il est évident que l'une ou l'autre de ces inductions n’aura pas le méme impact sur
I’organisme des rongeurs et que ces impacts seront plus représentatifs d’une altération proche d’un
DT1 ou d’un DT2. Toutefois, dans le cas des altérations de la cicatrisation, il me semble difficile de
déduire de nos études des impacts ciblant de maniére aussi catégorique un aspect de la pathologie. Il

apparait donc important de multiplier les modéles expérimentaux.

Dans les études de cicatrisation cutanée, la question du modele de plaie est centrale. Comme
pour le modele animal, la pertinence du modéle d’ulcération doit étre en lien avec les

problématiques de la physiopathologie humaine.

Le modele excisionnel est le plus couramment utilisé dans notre domaine. Cela peut étre
expliqué par la facilité technique de réalisation et le controle de la taille des ulcéres. Toutefois, il
semble tres éloigné de la physiopathologie des plaies humaines, et tout particulierement des plaies
chroniques. En effet il existe chez les rongeurs un mécanisme de contraction permettant une
fermeture précoce des plaies. Ce mécanisme est particulierement impliqué lors des ulcéres
excisionnels. Il est donc important de considérer aussi d’autres modéles d’ulcération. Nous nous

sommes intéressés aux ulcéres ischémiques générés par une pression, plus proches de la
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physiopathologie humaine. Afin de mettre au point un modeéle d’ulcére suffisamment important pour
réaliser une étude de traitement pharmacologique, il s’est avéré qu’il existe un grand nombre de
protocoles d’induction d’ulcéres ischémiques. En effet, la durée d’ischémie (2H, 3H, 6H, 8H ou
encore 12H selon les études), la durée de reperfusion ainsi que le nombre de cycles d’ischémie-
reperfusion, varient en fonction des études. Suivant les conseils du Pr Dominique Sigaudo-Roussel,
nous avons choisi d’adapter un modele développé par I’équipe du Dr.Stadler, caractérisé par 3 cycles
de 2 heures d’ischémie, avec 15 minutes de reperfusiong’lo. Dans ce modele, la taille de l'ulcere
obtenu sera dépendante de la force et du type de pression appliguée. Comme pour le modéle
excisionnel, il est possible d’adapter les caractéristiques des ulcéres en variant ces 2 parametres.

Toutefois cette variation reste relativement longue a maitriser.

La question de I'utilisation d’une attelle est un autre élément essentiel a considérer pour les
modeles murins de plaies. En effet, les rongeurs possédent un processus de fermeture mécanique de
leurs plaies. Afin d’évaluer des mécanismes de cicatrisation de facon transposable a ce qui est
observé chez 'Homme, il est donc primordial d’utiliser un dispositif d’attelle anti-contraction. Le
modele le plus utilisé dans la littérature est constitué d’un anneau de caoutchouc maintenu autour

de la plaie par des points de suture. Toutefois ceci génére des biais expérimentaux (inflammation au

niveau des points de suture, stress supplémentaire pour I'animal). Différents modéles d’attelles
peuvent étre utilisés afin de limiter ces biais. Dans la premiére étude de ce travail (souche uPAR”),
nous avons développé un modele d’attelle avec points de suture afin de consolider le dispositif. Dans
|‘étude n°2 de ce document (souche BKS) nous avons maintenu un anneau anti-contraction au moyen
d’un adhésif sans ajout de points. Il est important de noter que ce type d’adaptation peut étre réalisé
en fonction de la souche animale choisie. Dans notre étude, la souche BKS étant relativement calme,
ce modele d’attelle « légere » a donc pu étre mise en place. De plus, une contraction diminuée
semble étre présente chez cette souche animale, permettant de diminuer la force nécessaire a
|'attelle. Lors de tests préliminaires, nous avons observés une faiblesse cutanée chez ces animaux
engendrant des fusions de Iésions entre les points de sutures et I'ulcére excisionnel, obligeant la
sortie de I'animal de I’étude. Pour finir, la mise en place de cette attelle légére est bien plus rapide,
permettant de diminuer la durée d’anesthésie lors de la création de l'ulcére a JO. Ce nouveau

dispositif d’attelle permet de meilleures conditions expérimentales autant d’un point de vue éthique

animale qu’en termes de diminution de possibles biais.

La derniére limite relative au modele animal concerne la réalisation d’anesthésies répétées.
Afin de réaliser nos sessions d’iontophorese de tréprostinil, nos animaux ont été anesthésiés
guotidiennement. Durant une anesthésie, la perfusion cutanée est fortement diminuée, pouvant

engendrer une diminution du passage de la molécule. Des tests préliminaires encourageants nous
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ont permis de valider I'utilisation de l'iontophorése sur des souris vigiles maintenues dans un
dispositif de contention rigide. En effet, utilisant le méme protocole que lors des études de
cicatrisation (un courant cathodal de 100 pA durant 20 min), les animaux n’ont pas montré de signe
de douleur. Toutefois, d’autres études seront nécessaires a la mise au point d’un dispositif adapté au

traitement des ulceres cutanés par iontophoreése.

Deuxiemement, il faut aborder les limites de notre approche thérapeutique. Tout d’abord le
choix de la molécule. Comme décrit en introduction de ce travail, le choix du tréprostinil a été réalisé
suite a des études de screening. Ces résultats préliminaires ont permis de sélectionner une molécule
possédant un effet vasodilatateur important autant sur un modéle murin que dans des études

11,12

cliniques chez des sujets sains De plus, des études réalisées chez des patients atteints de

sclérodermie systémique ou de diabete ont permis de confirmer I'effet pharmacodynamique de

B |’inconvénient principal de Iutilisation du tréprostinil

cette molécule sur le flux sanguin cutané
est son colt. La finalité de toutes ces études restant une application clinique de l'utilisation en
thérapeutique de I'iontophorése de tréprostinil sur la cicatrisation des ulcéres cutanés en contexte
pathologiques, le prix final de la molécule utilisée devient un point important a prendre en

considération.

D’autre part, l'utilisation de I'iontophorése dans le traitement des ulcéres cutanés. Comme
décrit précédemment, il existe de nombreux protocoles de courant électrique applicables a ce
domaine. En effet, plusieurs caractéristiques sont a prendre en compte. Tout d’abord le type de
courant utilisé (pulsé, continu, alternatif) pouvant faciliter le passage des molécules dans ou a travers
la peau (électromigration, électroporation). La polarité du courant, I'alternance des protocoles sur
plusieurs jours ainsi que l'intensité du courant étant aussi des facteurs a prendre en compte, tout

comme le temps d’application™®.

Enfin, certaines limites concernent les critéres de jugement (et méthodes d’évaluation)
utilisées dans ce travail. Lorsque l'on s’intéresse a la cicatrisation, il est courant d’utiliser le
pourcentage de ré-épithélialisation de la plaie comme critere de jugement. Or la cicatrisation des
plaies ne se fait pas exclusivement par les berges. Une ré-épithélialisation progressive du fond de la
plaie de l'ulcére existe. Pouvoir suivre et étudier ce « remplissage » permettrait de mieux
comprendre certains mécanismes cicatriciels. En effet, des outils spécifiques de quantification 3D du
volume des plaies ont récemment été développés. |l serait intéressant de voir si la quantification du
volume, et non de la surface de la plaie, permet une estimation plus précise et plus fiable de la

cicatrisation.
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Sur le plan statistique, il faut aussi prendre en compte certains paramétres importants. Tout
d’abord, le pourcentage de ré-épithélialisation est lié a la taille de l'ulcere. Il est donc essentiel
d’utiliser la surface initiale de la plaie cette valeur comme co-variable. Par ailleurs, lorsque I'on
réalise plusieurs ulcéres chez un méme animal, I'unité statistique est I'ulcére (et non I'animal). Bien
gu’il ne soit pas usuel de prendre en compte ce facteur dans les études animales, nos résultats
montrent que cela a une importance. En effet, bien que génétiquement contrélés, les animaux
restent uniques et une variabilité significative est parfois observée ; dans nos travaux, ce fut le cas
pour le modele d’ulcére ischémique chez les souris BKS. Afin de prendre en compte les différences
inter-animaux, nous avons utilisé des modeles a effets mixtes, utilisant comme facteur aléatoire
I’animal. Ne pas prendre en compte ce facteur dans I'analyse statistique peut biaiser nos résultats,
comme le montre la différence observée entre les groupes chez les souris BKS ayant un ulcere

ischémiques.

Toutefois, toute la variabilité ne peut pas étre expliquée par les modeéles statistiques. Par
exemple, celle-ci était considérable concernant I’évaluation du flux microvasculaire. Probablement a
cause d’une grande variabilité de la technique elle-méme, les données recueillies montrent au mieux
une tendance, mais ces résultats sont fragiles et ne nous permettent pas de conclure sur I'impact de
I'intervention sur la réactivité microvasculaire. En effet, celle-ci est extrémement sensible a des
facteurs environnementaux tels que la température mais aussi I'anesthésie. En effet, la modification
de la température corporelle et de la pression artérielle au cours de I'anesthésie ont une influence
majeure sur la microcirculation cutanée. Il apparait donc essentiel d’évaluer la fonction

microvasculaire cutanée chez des souris vigiles.

Il faut aussi porter un regard critique sur les analyses histologiques. Ces explorations se
basent en effet sur une coupe de 5 um d’épaisseur a un endroit de la zone d’intérét, ce qui n’est pas
nécessairement représentatif de la globalité de la plaie. Afin d’optimiser ces résultats, la création de
représentation spatiale 3D issue de l'analyses de plusieurs coupes paralleles au sein du méme
échantillon permettrait peut-étre d’augmenter la pertinence de ces résultats. Toutefois cette

approche est tres chronophage, pour un résultat incertain.

Perspectives

L'objectif de ce travail était d’établir la preuve de concept d'un effet du traitement
iontophorétique par tréprostinil sur la cicatrisation, avec comme perspectives la réalisation d’essais

cliniques. Toutefois, il n’avait pas pour objectif premier de comprendre les mécanismes sous-jacents.

Que ce soit sur modele murin diabétique ou sclérodermique, notre approche thérapeutique

permet d’améliorer le délai de cicatrisation, mais I'implication de la PGI, dans la physiopathologie de
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ces plaies demeure relativement peu explorée. Comme présenté en introduction, le tréprostinil n’est
pas, a I'instar du selexipag, sélectif uniquement du récepteur IP. Par I'intermédiaire des récepteur IP,
EP4, EP2 et DP1, le tréprostinil aura une action de vasorelaxation tandis que la stimulation des
récepteurs EP1 et EP3 engendreront une action opposée®’. Par conséquent nous ne pouvons affirmer
aujourd’hui avec certitude, que seul le récepteur IP, et plus spécifiquement les mécanismes PPAR

dépendant, sont impliqués dans cette amélioration.

Pour mieux évaluer I'implication de la voie de la PG, dans les plaies diabétiques, nous allons
dans un futur projet explorer I'impact d’'un blocage pharmacologique des différentes étapes de cette
voie, lors d’une stimulation. Nous allons également vérifier ces hypothéses chez des animaux
génétiquement modifiés, et notamment compléter les expériences sur les animaux IP KO, afin de
mieux comprendre I'implication de la voir IP-dépendante. Des modéles PTGS1 et PTGS2 KO seront

aussi utilisés.

Par ailleurs, dans la continuité de ces travaux, des essais cliniques visant a évaluer
I'iontophorese de tréprostinil chez des patients ont démarré ou vont démarrer tres prochainement.
Une étude de phase | actuellement conduite chez des patients sclérodermiques (clinicaltrials.gov
NCT03120533) évalue la sécurité d’utilisation du dispositif chez des patients ayant des ulcéres
digitaux. Une étude similaire, de phase | d’escalade de dose, devrait commencer dans les prochains
mois pour évaluer le dispositif chez des patients diabétiques ayant un ulcére au niveau du pied
(clinicaltrials.gov NCT03654989). Ces deux études de phase | seront suivies d’études de preuve de
concept visant a avoir des données préliminaires quant a une possible efficacité clinique sur la

cicatrisation.

Il est important de garder a I'esprit que la voie de la PGI, n’est pas l'unique voie impliquée
dans la vasodilatation endothélium-dépendante microvasculaire, qui pourrait étre une cible
thérapeutique pour I'amélioration de la cicatrisation cutanée. La voie du NO a déja été bien
explorée, mais les résultats n’ont pas été pour l'instant satisfaisants. Par exemple, Chung et al ont
proposés une administration topique de nitrate dans le phénoméne de Raynaud mais ils n’ont pas
observé d’effet sur la cicatrisation d’ulceres digitauxw. L’étude SEDUCE, conduite par Hachulla et al,
sur l'utilisation du Sildénafil sur le traitement des ulceres sclérodermiques, n’a pas montré plus

d’efficacité.

Dans le cadre du diabéte de type 2, des données de plus en plus nombreuses laissent penser
que |'altération de la voie des EETs est impliquée dans la dysfonction endothéliale. En effet, les EETs,
issus de la synthése de I’acide arachidonique par le cytochrome P 450 (CYP), sont reconnus pour leur

20,21

puissant effet vasodilatateur, anti-inflammatoire et angiogénique In vivo, les EETs sont
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rapidement dégradés par I'’époxyde hydrolase soluble (sEH) sous une forme moins active, I'acide
dihydroxy-eicosatétraénoique (DHET). Des études ont montré que I'effet combiné d’une
administration de EETs et d’inhibiteur de sEH accélérait la ré-épithélialisation et la néovascularisation

22,23

sur modele murins®~*". Toutefois, aucune étude n’a encore été réalisée sur son impact sur la fonction

microvasculaire. De plus, I'administration systémique d’inhibiteurs de sEH a aussi montré son effet

sur I'amélioration de la fonction endothéliale au niveau aortique et coronarienne**.

Nous avons donc émis I’hypothése, que I'administration cutanée locale d’un inhibiteur de
sEH pourrait améliorer la réactivité microvasculaire endothélium-dépendante, dans un contexte
diabétique. Cette étude vous est présentée en annexe 1 et a conduit, tout comme l'iontophorese de

tréprostinil, au dép6t d’un brevet

Succinctement, pour répondre a cette hypothése, nous avons tout d’abord choisi un modele
murin diabétique (BKS) pour les raisons décrites précédemment. L’administration pharmacologique a
été réalisée au moyen d’un gel contenant un inhibiteur de sEH (t-AUCB) appliqué pendant 2 heures
sur la peau épilée du dos des souris. Afin d’étudier I'effet de cet inhibiteur sur la fonction
microvasculaire endothéliale-dépendante, nous avons réalisé un test d’hyperémie thermique (LTH),
et comparé les résultats a I'application d’un gel contréle ne contenant pas de médicament. Suite a
plusieurs tests préliminaires de reproductibilité et de faisabilité, nous avons choisi de réaliser ce test
de LTH par chauffage de la zone exposée au moyen d’une électrode thermostatée ayant une
température cible de 41°c £ 0.5 durant 20 min. Un suivi laser doppler a été réalisé avant (baseline) et

apres le test. Des prélévements cutanés et sanguins ont été réalisés a la suite de ce suivi.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence deux principaux résultats. Premierement,
nous observons une diminution du flux cutané microvasculaire dans ce modéle murin diabétique BKS
ainsi qu’une altération de sa réponse a un test de LTH. Cela confirme le profil pathologique de ce
modele murin et son utilisation spécifique dans les études liées aux dysfonctions microvasculaires
dans le domaine du diabéte. Deuxiemement, la quantification dermique de t-AUCB dans les biopsies
révéle un passage dermique significatif de la molécule a +2H associé a une augmentation du flux

microvasculaire et une amélioration de la réaction au LTH.

En conclusion, nos résultats montrent que l'application topique d’un inhibiteur de sEH
améliore la réactivité microvasculaire cutanée sur un modele murin diabétique. L'absence de
toxicité, la diffusion systémique limitée et le passage progressif de notre molécule dans la peau
renforce I'idée d’'une possible utilisation d’inhibiteur de sEH dans |’approche thérapeutique du
traitement des ulcéres de patients diabétiques. La prochaine étape va maintenant consister a valider
I'utilisation d’un inhibiteur de sEH sur nos modéles murins de plaies diabétique et/ou

sclérodermique.
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Outre l'aspect pharmacologique, nous nous sommes également intéressés a I'impact de
I’hypoxie intermittente associée a la dysfonction microvasculaire sur I'hypoxie tissulaire et la
cicatrisation. Pour cela nous nous sommes intéressés a I'effet combiné du diabéte et de I'une de ses
comorbidités, le syndrome d’apnée du sommeil (SAS). Nous avons développé un modele original
couplant les ulcéres cutanés sur modele murin diabétique BKS (précédemment décrit) a une
exposition a une hypoxie intermittente mimant le SAS. L’article issu de cette étude vous est présenté

en annexe 2.

Succinctement, dans le diabete de type 2, la fréquence du SAS est trés élevée, estimée entre
58 et 86%. Il est bien connu que I'hypoxie altére la fonction microvasculaire et la cicatrisation.
Toutefois, le lien entre SAS, cicatrisation et diabéte n’a pas encore été démontré. Afin de répondre a
cela, nous avons utilisé des souris BKS sur le dos desquelles nous avons réalisés des ulceres
ischémiques ou excisionnels. Nous les avons parallelement exposées a un environnement appauvri

en oxygene et suivi la cicatrisation de leurs ulceres.

Le résultat principal de cette étude fut I'observation d’une altération du délai de cicatrisation
des ulcéres ischémiques des animaux exposés a I'hypoxie. Ces résultats suggérent que I'effet
combiné du SAS et du diabéete pourrait altérer les mécanismes cicatriciels des patients, suggérant une
potentialisation de la dysfonction microvasculaire et de I’hypoxie intermittente due aux apnées dans

la survenue d’ulceres.

Bilan

Ce travail de theése aura permis, dans un premier temps, de valider en pré-clinique,
I'utilisation de l'iontophorese d’un analogue de la PGIl, dans le traitement de ulcéres cutanés
sclérodermiques et diabétiques. De plus, nous avons mis en évidence l'effet combiné d’une
comorbidité diabétique sur la cicatrisation de ces plaies. Pour finir, a I'image de la voie de I'EDHF,
d’autres voies prometteuses restent a explorer afin de comprendre plus en détails I'implication de

chacune d’entre elles dans ce contexte physiopathologique.

La cicatrisation est un processus complexe nécessitant I’action de nombreux acteurs. Outre
I"approche pharmacologique décrite dans ce travail, d’autres aspects sont important a prendre en
compte. Par exemple, le développement de pansements « intelligents » ou la prise en compte
globale du patient sont des points non négligeables pouvant améliorer leur cicatrisation mais surtout

leur qualité de vie.
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Annexe 1

Etude n°3: Impact d’une inhibition locale de 1’époxyde hydrolase soluble sur la

dysfonction microvasculaire cutanée diabétique - SEHDerme

Cette ¢tude a été réalisée en collaboration avec 1’équipe du Dr Jérémy BELLIEN de

I’université de Rouen et fait I’objet d’une demande de brevet.

Comme nous l’avons vu dans l’introduction de ce manuscrit, la plaie du pied
diabétique est une complication sévéere du diabéte et représente la premiere cause
d’amputation non-traumatique du membre inférieur (1). Nous savons aussi que la
microcirculation a un role primordial dans les processus de cicatrisation et que sa dysfonction
contribue au développement des ulcéres chroniques (2-4). Afin d’améliorer la cicatrisation de
ces ulceres, il apparait donc primordial de cibler cette dysfonction microvasculaire dans le

traitement de ces plaies.

Des données de plus en plus nombreuses donnent a penser que 1’altération de la voie
des EETSs serait impliquée dans la dysfonction endothéliale du diabete de type 2 (6,7). En
effet, les EETs, issus de la synthése de 1’acide arachidonique par le cytochrome P 450 (CYP),
sont reconnu pour leur puissant effet vasodilatateur, anti-inflammatoire et angiogénique (6,7).
In vivo, les EETs sont rapidement dégradés par 1’époxyde hydrolase soluble (sEH) sous une
forme moins active, 1’acide dihydroxy-eicosatétraénoique (DHET). Des études ont montre
que I’effet combiné d’une administration de EETs et d’inhibiteur de sEH accélérait la ré-
épithélialisation et la néovascularisation sur modele murins (8-10). Toutefois, aucune étude
n’a encore ¢été réalisée sur son impact sur la fonction microvasculaire. De plus,
I’administration systémique d’inhibiteurs de sEH a aussi montré son effet sur ’amélioration
de la fonction endothéliale au niveau aortique et coronarienne (11,12). Nous avons donc emis

I’hypothése dans cette étude, que 1’administration cutanée locale d’un inhibiteur de sEH
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pourrait améliorer la réactivité microvasculaire endothéliale-dépendante dans un contexte

diabétique.

Pour répondre a cette hypothése, nous avons tout d’abord choisi un modéle murin
diabétique (BKS) pour les raisons décrites dans [D’introduction de 1’é¢tude n°2.
L’administration pharmacologique a été réalisée au moyen d’un gel dopé a I’inhibiteur de
SEH (t-AUCB) et appliqué pendant 2 heures sur la peau épilé du dos des souris. Un gel non
dopé a servis de controle. Afin d’étudier I’effet de cet inhibiteur sur la fonction
microvasculaire endothéliale-dépendante, nous avons réalisé un test d’hyperémie thermique
(LTH) a 2 temps : avant ’application du gel et avant le prélévement de la peau exposée, soit a
+2H ou +24H selon le groupe. Suite a plusieurs tests préliminaires de reproductibilité et de
faisabilité, nous avons choisi de réaliser ce test de LTH par chauffage de la zone exposée au
moyen d’une électrode thermostatée ayant une température cible de 41°c + 0.5 durant 20 min.
Un suivi laser doppler a été réalisé avant (baseline) et apres le test. Des prélevements cutanés

et sanguins ont été réalisés a la suite de ce suivi.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence deux principaux résultats.

Premiérement, nous observons une diminution du flux cutané microvasculaire dans ce
modele murin diabétiqgue BKS ainsi qu’une altération de sa réponse a un test de LTH. Cela
confirme le profil pathologique de ce modéele murin et son utilisation spécifique dans les

études liées aux dysfonctions microvasculaires dans le domaine du diabéte.

Deuxiemement, la quantification dermique de t-AUCB dans les biopsies révele un
passage dermique significatif de la molécule a +2H associé a une augmentation du flux

microvasculaire et une amélioration de la réaction au LTH.

En conclusion, nos résultats montrent que I’application topique d’un inhibiteur de sEH
améliore la réactivité microvasculaire cutanée sur un modéle murin diabétique. L’absence de
toxicité, la diffusion systémique limitée et le passage progressif de notre molécule dans la
peau renforce I’idée d’une possible utilisation d’inhibiteur de sEH dans 1’approche

thérapeutique du traitement des ulceres de patients diabétiques.
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ABSTRACT

Skin microvascular dysfunction contributes to the development of poor wound healing and
foot complications in diabetic individuals. We assessed the impact of the local inhibition of
soluble epoxide hydrolase (sEH), which metabolizes vasodilator and anti-inflammatory
epoxyeicosanoids, on the diabetic skin microvascular dysfunction.

We compared dorsal skin blood flow at baseline and during thermal hyperemia between
diabetic db/db and control mice, using laser Doppler imaging, and assessed the impact of the
topical administration of an aqueous gel containing the SEH inhibitor trans-4-(4-(3-
adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyloxy)-benzoic acid (t-AUCB: 400 mg/L).

Basal skin blood flow was similar but thermal hyperemia was markedly reduced in diabetic
compared to control mice (37.9£5.7 vs. 80.5+9.9 U.A., P<0.001). We detected a maximal
concentration of t-AUCB in the skin of diabetic mice 2 hours after gel application and this
concentration quickly decreased thereafter. Accordingly, t-AUCB increased thermal
hyperemia 2 hours after application compared to a control gel (22.3+11.6 vs. -0.8+10.4%,
P<0.05). Plasma quantification of t-AUCB in treated animals 2 to 24 hour after administration
showed no or low limited systemic diffusion. Furthermore, HES histological staining of skin
biopsies demonstrated that skin integrity was preserved in t-AUCB-treated mice. Finally,
using Franz diffusion cells, we observed on pig ear skin, a surrogate for human skin, a
continuous diffusion of t-AUCB from 2 hours after application to over a period of 24h.

The topical administration of a SEH inhibitor improves the skin microcirculatory function in
db/db mice and represents a new therapeutic approach to prevent the development of skin

complications in diabetic patients.

Keywords: diabetes, skin microvascular dysfunction, soluble epoxide hydrolase, topical form
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INTRODUCTION

Diabetic foot ulcers (DFUs) are a common and serious complication of diabetes mellitus, and
associated with major morbidity. Indeed, diabetes is the primary cause of non-traumatic
lower-limb amputation (1). The skin microcirculation, by maintaining perfusion and
delivering oxygen and nutrients, has a key role in tissue survival. Skin microvascular
dysfunction occurs early in the pathophysiology of diabetes and contributes to the
development of poor wound healing and foot complications in diabetic patients (2-4).
Endothelial dysfunction, as well as sensory and autonomic neuropathies, are proposed to
contribute to a reduction in functional capacity of the microvasculature (2-4), and topical
treatments targeting skin microvascular dysfunction may help to improve wound healing
while minimizing potential systemic side effects (5).

Increasing evidence suggests that alterations of endothelium-derived epoxyeicosatrienoic
acids (EETs) pathway is involved in the pathophysiology of the endothelial dysfunction
associated with type 2 diabetes (6,7). One interesting approach would thus to increase the
bioavailability of EETs, which are formed by the action of cytochrome P450 (CYP)
epoxygenases and display powerful vasodilating, anti-inflammatory and angiogenic properties
(6,7). In vivo, EETs are rapidly converted to the less active dihydroxyeicosatrienoic acids by
soluble epoxide hydrolase (sEH), which is the target of a new class of pharmacological
inhibitors (8,9). Interestingly, exogenous EETs administration as well as genetic or
pharmacological inhibition of sEH was shown to accelerate wound epithelialization and
neovascularization in ob/ob mice, and in the hairless mouse ear wound model (8-10). But to
date, no study has evaluated their impact on skin microcirculatory function. Since in animals,

systemic administration of SEH inhibitors has also been successfully used to improve
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endothelial function of aortas and coronary arteries (11,12), we hypothesize that local
cutaneous SEH inhibition may improve endothelium-dependent microvascular reactivity.
In this context, the aim of the present study was to assess the effect of a topical formulation

containing a SEH inhibitor on the skin microcirculation in diabetic mice.

142



METHODS

Animals and treatments

The protocol was approved by a local institutional review committee (agreement number C
38516 10006, n°2017011312598602-V5#8531) and conducted in accordance with the
National Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Nine-
week-old male wild-type C57BL/6J and db/db (BKS(D)-Leprdb/JOrIRj) mice, a genetic
model of type 2 diabetes, were acquired from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France).
These mice were allowed to acclimate to the photoperiod (12-hour light/12-hour dark) and
temperature conditions (22+1°C) for one week prior to the start of the study. A 2-hour topical
administration (20 pL) of a newly developed gel-like, aqueous pharmaceutical preparation
containing the sEH inhibitor trans-4-(4-(3-adamantan-1-yl-ureido)-cyclohexyloxy)-benzoic
acid (t-AUCB: 400 mg/L) dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) or a vehicle control gel
was performed on the dorsal skin of db/db mice, depilated two days before experiments.
Assessment of microvascular function, skin biopsies (50 mm?) and intra-cardiac blood
sampling were performed 2 and 24 hours after gel application. Animals were anaesthetized
with isoflurane (induction at 3% during 3 minutes, and then maintained at 2%) and placed

over a heating carpet to maintain stable core temperature (37.5£0.5°C).

Local and systemic quantification of t-AUCB

Plasma and skin levels of t-AUCB were quantified by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) (13). Briefly, skin tissues were mixed with 1 mL of
methanol-water (50:50 v/v) and ultrasonicated for 10 min, or 100 pL of plasma were mixed
with 300 pL of methanol, allowing protein precipitation. Then, skin and plasma samples were
thoroughly vortexed for 10 sec and centrifuged at 16,100 g for 5 min. The resulting

supernatants were collected and analyzed by LC-MS/MS. Chromatographic separation was
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performed on a Kinetex C18 column (2.6-um particle size, 50-mm length x 3-mm inner
diameter). The autosampler temperature was set at 8 °C, the column oven at 30 °C, the
injected volume was 20 pL and the flow rate was 400 pL/min. The mobile phase was 0.2%
formic acid in methanol (solvent A) and 2 mM ammonium formate with 0.2% formic acid in
water (solvent B). The elution started with 95% B (0-2 min), 95-5% B (2-5 min), 5% B (5-10
min), 5-95% B (10-11 min), 95% B (11-12 min). The following multiple reaction monitoring
(MRM) transitions m/z 412.9 to m/z 135.1 and m/z 412.9 to m/z 93.0 in positive ion mode
were used to detect t-AUCB (quantification and confirmation transitions respectively). Skin

levels were normalized to tissue weight.

Assessment of skin microvascular function

Skin microvascular reactivity to local heating was used as an index of endothelium-dependent
function (14). Dorsal skin blood flow was measured by laser Doppler imaging (LDI; PeriScan
PIM, Perimed, Jarfélla, Sweden) over 10 minutes before heating (baseline flow). The skin was
subsequently heated at 41°C during 20 minutes using a 0.5 cm? heating probe regulated with
an internal thermometer. Skin blood flow was then recorded during the following 15 minutes.

Data were digitized, stored on a computer, and analysed offline with signal processing
software (PimSoft v1.5.4.8078, Perimed, Jarfalla, Sweden). Baseline and peak hyperaemia
were expressed as arbitrary perfusion units (APUs), averaged over 3 minutes immediately
before, and 1 minute immediately after heating, respectively. Thermal hyperemia was
subsequently calculated as the difference between peak hyperaemia and baseline skin blood

flow.
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Skin integrity

Skin biopsies were carefully sampled and immediately fixed in a 4% formalin solution for 24
hours. After proper fixation, tissue samples were embedded in paraffin and stored at room
temperature until analysis. 4um sections were deparaffinized and stained with standard
Hematoxylin-Eosin (H&E) staining. Slides were analyzed by an experienced pathologist

(JMP).

Transdermal passage of t-AUCB across pig ear skin
The transdermal passage of t-AUCB across pig ear skin, which is structurally closer to human

skin than mouse skin, was assessed using Frantz diffusion cells as previously described (15).

Statistical analysis

All values are expressed as mean + SEM. The Shapiro-Wilk test was used to assess normality.
Analyses of the differences between diabetic and control mice for basal skin blood flow and
thermal hyperemia were performed by unpaired t-test or nonparametric Mann-Whitney rank-
sum test. Analyses of the variation in basal skin blood flow and thermal hyperemia induced
by the t-AUCB-containing gel were performed using mixed effects models with time as fixed
effect and mouse as a random effect followed in case of significance by Bonferroni post-hoc
tests to compare the value obtained before application to other time points after application.
Analyses of the differences between the impact of the t-AUCB-containing gel and the vehicle
gel on basal skin blood flow and thermal hyperemia were performed by repeated-measures
ANOVA, and we assessed the effect of the group, of time and the time*group interaction.
Statistical analysis was performed with NCSS software (version 07.1.14). A two-sided

P<0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

At untreated skin sites, cutaneous blood flow was slightly but significantly lower in db/db
mice compared to control mice (Figure 1A). In contrast, there was a marked reduction in
thermal hyperemia in db/db mice compared to controls (Figure 1B), demonstrating the
presence of diabetic skin microcirculatory dysfunction.

We carefully compared the impact of the t-AUCB-containing gel to a vehicle control gel in
db/db mice. Both gels were applied on the same animal, with a minimal distance of 1 cm
between the two application sites. Both gels increased basal skin blood flow after a 2-hour
application, with no significant difference between groups (Figure 2A). However, the t-
AUCB-containing gel significantly increased thermal hyperemia compared to the vehicle
control gel (Figure 2B).

After the 2-hour gel application, t-AUCB was detectable in skin biopsies and skin levels
drastically decreased 24 hours after application, demonstrating transdermal permeation of t-
AUCB across db/db mouse skin (Figure 3A). Consistently, thermal hyperemia returned to
baseline values 24 hours after application (Figure 3B).

Plasma quantification showed no systemic diffusion of t-AUCB, assessed 2 and 24 hours after
application of the t-AUCB-containing gel, except for one animal (Table 1). In addition, no
significant inflammatory infiltrate was observed in mouse skin 2 and 24 hours after gel
application (Figure 4).

Finally, we observed a continuous diffusion of t-AUCB across pig ear skin from 2 hours after

application to over a period of 24h (Figure 5).
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DISCUSSION

The major finding of the present study is that SEH inhibition through a topical formulation
increases thermal hyperemia, an index of endothelium-dependent microvascular reactivity, in
a murine model of diabetes. Because microvascular endothelial dysfunction is a hallmark of
the disease, and considering the involvement of impaired cutaneous microcirculation in poor
wound healing in diabetes, such strategy could be a relevant therapeutic approach for DFUs.
EETs are endothelium-derived vasodilating factors with powerful anti-inflammatory and pro-
angiogenic properties that could be useful in the treatment of the cardiovascular complications
of type 2 diabetes (6,7). Despite increasing evidence suggesting a possible role for EETs in
diabetes-related endothelial dysfunction, no study had previously focused on diabetic skin
microvascular dysfunction. The use of thermal hyperemia as a reactivity test in the present
work was motivated by the involvement of EETs together with NO in the response to local
heating in humans (16).

We observed a reduction in basal skin blood flow in diabetic db/db mice compared to wild-
type mice that is probably mainly related to decreased vascular density (17). In addition,
although no data were available in animal models of diabetes when we designed the study, we
demonstrated an altered microvascular reactivity to thermal hyperemia in diabetic mice. Thus,
as shown in humans (18), measuring blood flow response to a standardized local heat stimulus
represents an adequate model to study the skin microvascular dysfunction associated with
diabetes in mice.

In this context, we tested the impact of a topical formulation containing t-AUCB, an inhibitor
of EET degradation by sEH (11,13), on the skin microvascular dysfunction of db/db mice.
Quantification of t-AUCB in skin biopsies revealed a significant transdermal permeation of
the drug 2 hours after gel application, associated with increased basal skin blood flow and

thermal hyperemia. Yet, when comparing the vehicle control gel, we noticed that in fact both
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formulations similarly increased basal skin blood flow. This result supports previous data
showing a direct vasodilating effect of the vehicle DMSO (19). In fact, topical administration
of DMSO was even proposed in humans to treat the skin complications of systemic
scleroderma, which is also characterized by microvascular dysfunction and a risk of ulcer,
but the results from randomized controlled trials were disappointing (20,21). However,
DMSO had no effect on reactivity. In contrast, the t-AUCB-containing gel improved thermal
hyperemia compared to the vehicle control gel, demonstrating the improvement in skin
microvascular reactivity. This result shows that, as previously demonstrated in coronary and
peripheral arteries (11,12), sEH plays a major role in the vascular dysfunction associated with
type 2 diabetes at the level of the skin. Although our objective in this preliminary study was
not to assess the effect of SEH inhibition on wound healing, it provides a first proof-of-
principle in an animal model with delayed wound healing (22).

Importantly for potential human use, histological analysis revealed no signs of skin toxicity
with the t-AUCB-containing gel. In addition, plasma quantification of t-AUCB in exposed
animals showed a limited systemic diffusion of the drug, in only one animal. This may be
important because, although first results obtained in the first phases of clinical development
suggest that sEH inhibitors were safe (23,24), some data show that increasing EET
bioavailability may be associated with adverse effects and in particular may potentiate tumor
development (6,7,25,26). Moreover, because mouse skin is thin and shaving of the animals
for the experiments lead to an underestimation of the time needed for the transdermal passage
of t-AUCB compared to humans, we performed a pharmacokinetic study on isolated human
pig ear skin. We observed a progressive and continuous diffusion of t-AUCB that could be
particularly useful to prevent and/or treat the skin complications of patients with type 2
diabetes.

In conclusion, our results show that the topical administration of a SEH inhibitor improves

148



skin microvascular reactivity in a model of type 2 diabetes. The absence of skin toxicity, the
limited systemic diffusion and the demonstration of a progressive passage of the SEH inhibitor
across a skin closed to human support the use of this therapeutic strategy in patients with type
2 diabetes with the expected results of preventing skin complications and in particular DFUs

development.
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Table 1. Plasma quantification of t-AUCB

2 hours 24 hours
Below LOQ (2.4 nM) 5 (83%) 4 (100%)
Above LOQ (2.4 nM) 1 (17%) 0 (0%)
Data are n (%). LOQ: limit of quantification.
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Figure 1. Basal skin blood flow (A) and thermal hyperemia (B) measured by laser Doppler
imaging in control (n=7) and db/db mice (n=32). A.P.U.: arbitrary perfusion unit.
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Figure 2. Evolution of basal skin blood flow (A) and thermal hyperemia (B) measured by
laser Doppler imaging after a 2-hour topical application of the t-AUCB-containing gel and
the vehicle control gel on the dorsal skin of db/db mice (n=13). *P<0.05 vs. before topical

application, "P<0.05 vs. vehicle control gel. A.P.U.: arbitrary perfusion unit.
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Figure 3. A, Skin levels of t-AUCB, quantified by liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry, 2 and 24 hours after the topical application of the t-AUCB-containing gel
on the dorsal skin of db/db mice (n=6 per time point). B, Thermal hyperemia measured by
laser Doppler imaging before, 2 and 24 hours after the topical application of the t-AUCB-
containing gel on the dorsal skin of db/db mice (h=6-26 per time point). *P<0.05 vs. before
topical application. A.P.U.: arbitrary perfusion unit.
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Figure 4. Hematoxylin & eosin staining of mouse skin 8 and 24 hours after topical
application of t-AUCB-containing gel on the dorsal skin of db/db mice (n=6).
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Figure 5. Evolution of t-AUCB level, quantified by liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry, in the receptor compartment of Frantz cells from 0 to 24 hours after gel
application on pig ear skin (n=3 per time point).
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Annexe 2

Etude n°4 : Impact de I’hypoxie intermittente sur la cicatrisation d’ulcéres cutanés

ischémiques et excisionels sur un modéle murin diabétique — SASFOOT

La cicatrisation des plaies diabétiques met en jeu des mécanismes complexes faisant
intervenir la migration et la prolifération de différents types cellulaires, notamment les
kératinocytes, les fibroblastes ou les macrophages®. L’oxygénation tissulaire, marqueur de la
perfusion microvasculaire locale, joue également un role clé dans la cicatrisation®®. La
régulation de la microcirculation cutanée est médiée par des interactions neurovasculaires
complexes®, avec chez les patients diabétiques des altérations de la vasodilatation axone-
réflexe® et endothélium dépendante®’. Plus spécifiquement, la réponse endothéliale
dépendante du monoxyde d’azote (NO) semble altérée par I’hypoxie via un mécanisme

impliquant SDF-1a®,

Le syndrome d’apnées du sommeil (SAS) est une pathologie multifactorielle
caractérisée par la présence d’épisodes d’hypoxie intermittente (HI) nocturne. Le SAS est
associ¢ a de nombreuses pathologies cardiovasculaires, telles que I’hypertension artérielle
systémique, 1’insuffisance coronarienne, les accidents vasculaires cérébraux, mais aussi a des
troubles métaboliques, notamment une insulino-résistance et un diabéte de type 2°. L atteinte
microcirculatoire et le défaut de perfusion tissulaire qui en découle pourrait étre un facteurs

aggravants certaines complications diabétiques™.

Dans le diabete de type 2, la fréquence du SAS est trés élevée, estimée entre 58 et
86%'"2. Une étude récente a montré sur une large cohorte une causalité entre SAS et cas
incidents de diabéte, avec une corrélation entre la sévérité du SAS et I’incidence du diabéte™®.
Il existe au cours du SAS une dysfonction endothéliale, une inflammation systémique, et un
stress oxydant marqué, qui pourraient augmenter le risque de survenue de plaies de pied
diabétique. 1l existe indépendamment un lien entre SAS et neuropathie diabétique®,
susceptible de renforcer cette hypothese. Bien que SAS et diabéte soient des pathologies
fréguemment associées, les données évaluant le lien entre apnées du sommeil et plaies de pied
diabétique sont extrémement limitées. Tahrani et al** ont rapporté une augmentation du

nombre d’ulcéres chez des patients diabétiques apnéiques par rapport a des sujets non
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apnéiques, mais avec un nombre limité de cas (n=8) dans leur cohorte. A 1’inverse, une étude
rétrospective n’avait pas montré d’impact du SAS sur la cicatrisation des plaies du pied

diabétique chez des patients déja partiellement amputés™®.

Afin d’évaluer I’effet de I’apnée du sommeil et de son traitement par PPC sur la
TcPO, nocturne chez des patients diabétiques présentant un risque élevé de plaie de pied, une
étude clinique est menée par notre équipe (investigateur principal : Dr Anne-Laure Borel,
diabétologue au CHU de Grenoble ; ClinicalTrials.gov Identifier : NCT01573897).

Dans une démarche de recherche translationnelle, I'objectif de ce projet a été de
réaliser le pendant expérimental de cette étude clinique. Des données récentes ont montré
qu’un environnement appauvri en oxygene ralentissait la cicatrisation, en affectant la
néoangiogenése et la formation de tissu de granulation chez la souris diabétique'®. Dans cette
¢tude, nous avons €émis I’hypotheése que des souris diabétiques exposées a I’hypoxie

intermittente (HI) (modele animal du SAS), présentent également un retard de cicatrisation.

Pour répondre a cette hypothése nous avons utilisé un modéle murin diabétique (BKS,
précédemment décrit). Se basant sur notre expertise acquise durant 1’é¢tude n°2 de ce
manuscrit, nous avons utilis¢ deux modéles d’ulceres (excisionnels — EW- avec attelle et

ischémiques- PU). Chaque souris possédant en tout deux ulceres du méme modeéle.

Afin de mimer un SAS, les animaux ont été placés dans un dispositif a hypoxie
couramment utilisé par notre équipe (Figure 1) et précédemment décrit'’. Succinctement, un
systeme d’électrovannes distribue de I’air et de 1’azote. Les animaux exposés a I’HI sont
soumis lors de leur sommeil a des variations cycliques de la composition de 1’air qu’ils
respirent. Les cycles durent une minute avec 30 secondes d’un mélange d’air et d’azote,
correspondant a une fraction inspirée en oxygene (Fi02) de 5%, suivies de 30 secondes d’air
avec une FiO2 de 21%. Cette variation de FiO2 entraine des variations cycliques de la
saturation artérielle en oxygene (SaO2), avec des saturations minimales a environ 60%, soit
un SAS trés sévere'®. Ces cycles sont répétés 8 heures par jour pendant 21 jours mimant un
SAS.
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Figure 1. Représentation schématique (4) et photographique (B) du dispositif d exposition a

[’hypoxie intermittente.

Les animaux ont ét¢ divisés en trois groupes en fonction du type d’exposition choisi.
L’objectif de cette étude étant de pouvoir estimer 1’intérét de ’utilisation de la PPC chez des
patients diabétiques atteints d’un ulcere, nous avons évalué I’impact de I’hypoxie et/ou d’un
retour en normoxie sur cette cicatrisation (vous trouverez le schéma de répartition des groupes

au sein de ’article dans la partie « Material and methods »).

Groupe 1 : les souris BKS seront exposées 21 jours en hormoxie puis mantenues en normoxie

aprés induction de la lésion (N).

Groupe 2 : les souris BKS seront exposées a 21 jours d'Hypoxie Intermittente (HI) puis

maintenues en HI aprés induction de la Iésion (HI).

Groupe 3 : les souris BKS seront exposées a 21 jours d'HI puis remises en normoxie aprées

induction de la lésion (HI-N)

L’objectif principal de cette étude était d’observer I’évolution et la cicatrisation des
ulceres en fonction du type d’exposition. Concernant le groupe des EW, nous avons di sortir
les souris du protocole pour des raisons éthiques et de bien-étre animal. En effet, il semblerait
que le stress engendré par ’EW conjugué a I’exposition a hypoxie soit trop important pour la
survie des animaux. Une hypoxie a 5% représente probablement un HI trop sévere pour ce

modéle.

159



Les résultats principaux concernant le groupe des PU sont nettement plus
encourageant. En effet, I’exposition a une HI de 5% augmente significativement le délai de
cicatrisation de ces ulceres. De plus, nous observons les animaux exposés a une HI avant
ulcération, que I’on a replacés en normoxie durant la phase de cicatrisation, posseéde un profil

de cicatrisation identique aux animaux non exposés a I’HI.

Suite a I’arrét de 1’étude du groupe des EW, nous avons souhaité évaluer si la sévérité
de I’HI pouvait avoir un impact sur la cicatrisation des PU. Nous observons que pour une

FiO, de 10%, les animaux exposés ou non possedent un profil de cicatrisation similaire.

Les résultats de cette étude nous permettent d’avancer I’idée qu’un traitement par PPC
de patients diabétiques souffrant d’ulcéres chroniques, pourrait améliorer le délai de
cicatrisation de leurs plaies et ainsi diminuer les risques de complications liées au retard de

cicatrisation.
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Abbreviations:

Abbreviations

Acronyms

OSA Obstructive Sleep Apnea
IH Intermittent Hypoxia

CH Chronic Intermittent Hypoxia
FiO2 Fraction of inspired oxygen
DN Diabetic neuropathy
T2DM Type 2 diabetes mellitus
PU Pressure ulcer

EU Excisional ulcer

N Normoxia

H Hypoxia

LDI Laser doppler imaging

IIR Ischemic-Reperfusion

Ach Acetylcholine

SNP Sodium Nitroprusside

FBG Fasting Blood Glucose
AUC Area under the curve

BL Baseline
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Abstract:

Background and aim: Diabetes Mellitus is a group of chronic metabolic conditions
associated with microvascular, macrovascular and neuropathic complications including
diabetic foot ulcers which are very highly prevalent in diabetic patients. Obstructive sleep
apnea (OSA) is a chronic treatable sleep is a highly prevalent disease resulting in chronic
Intermittent Hypoxia (IH) and transient respiratory arrest. It is associated with endothelial
dysfunction, systemic inflammation, and marked oxidative stress which makes it a frequent
comorbidity in patients with type 2 diabetes. However, whether IH potentiates the risk of
wound healing impairment remains unknown. In this study, we investigated the effect of IH

on wound healing in a model of ischemic ulcer in diabetic mice.

Methods: BKS male mice were exposed to IH (1min cycle, FiO2 21-5%, 8h/day), or
normoxia for a duration of 2 weeks. Then two ischemic ulcers were induced on the back of
each mouse by applying magnets, and mice were exposed to hypoxia or normoxia. Mice were
randomly divided into three groups: a control group where mice were exposed to normoxia
(NN); a treated group were mice were exposed to hypoxia and then normoxia (HN); and a
group exposed to hypoxia throughout (HH). Wound size was assessed daily with photometric
follow-up and analyzed using ImageJ. Microvascular function was investigated using Laser
Doppler Imaging coupled with iontophoresis of acetylcholine (Ach) or Sodium Nitroprusside
(SNP).

Results: Wound healing was significantly impaired in the HH group in comparison with
control group NN (644.1 + 177 vs 834.2 + 68 %BL.day; p=0.003) but not with the HN group
(644.1 £ 177 vs 752.4 + 100 %BL.day, p=0.129).Moreover, the difference between NN and
HN groups was significant (p=0.045). Vascular Reactivity tests at the end of the exposure
show that there were no differences in the vasodilation responses of Ach and SNP between

the three groups.

Conclusion: Exposure to IH in diabetic mice impaired wound healing. These results suggest
that OSA may potentiate the risk of DFU in diabetic patients. Further work is needed to

understand the mechanisms involved.

Keywords: Sleep Apnea Syndrome; diabetes; ischemic ulcer; intermittent hypoxia; wound

healing; iontophoresis
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INTRODUCTION

Sleep apnea syndrome is an underdiagnosed condition characterized by recurrent
episodes of upper airway obstruction leading to sleep fragmentation and Intermittent Hypoxia
(IH)™. It represents a significant public health problem as it affects at least 10% of the general
population and is a pivotal risk factor of cardiovascular, neurocognitive and metabolic
disorders®®, including insulin resistance and type 2 diabetes. Studies have shown that
intermittent hypoxia and fragmented sleep resulted in increased insulin resistance without an
adequate compensatory insulin response, leading to glucose intolerance® . Furthermore, it has
been shown that obstructive sleep apnea (OSA) can exert adverse effects on diabetes-related

complication.

Diabetes Mellitus is a metabolic disorder of various etiology characterized by chronic
hyperglycemia with disturbances of carbohydrate, fat and protein metabolism resulting from
defects in insulin secretion, insulin action, or both?2. Worsening of the diabetic status can lead
to several complications including microangiopathic, macroangiopathic and neuropathic ones,
the later which is involved in delayed wound healing. Poor wound healing remains a
significant health issue for a large number of diabetic patients. It is mainly manifested through
Diabetic foot ulcer which is one of the long-term complications of diabetes with a life time

risk up to 25%, due to its high frequency and impairment of wound healing™.

In type 2 diabetes the frequency of OSA may be up to 23%?%, and cross-sectional
estimates from clinic populations and population studies suggest that up to 40% of patients
with OSA have diabetes8. During OSA, there is endothelial dysfunction, systemic
inflammation, and marked oxidative stress®*, which may increase the risk of diabetic foot
ulcers. Microcirculatory involvement and the resulting lack of tissue perfusion could also be

an aggravating factor in some diabetic complications®.

Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is an important oxygen hemostasis determinant of
healing. Its role in wound healing is already known'*, as it contributes to all stages of wound
healing through its role in cell migration, cell survival under hypoxic conditions, cell division,
growth factor release, and matrix synthesis throughout the healing process'’. Yet, prolonged

exposure to hypoxia may delay wound healing.
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Although an association and mechanistic links between Diabetic Neuropathy and
Obstructive Sleep Apnea in patients with T2DM have been identified®, yet the relationship
between OSA and the delay of wound healing in diabetic patients has been poorly

investigated.

Thus, the aims of the present study were to investigate the effects of chronic exposure
to intermittent hypoxia on the duration of healing of diabetic mice and its impact on

endothelial microvascular activity.

MATERIALS AND METHODS
Animals

The protocol was approved by a local institutional review committee (agreement
number on hold) and conducted in accordance with the National Institutes of Health (NIH)
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Eighteen thirty-weeks-old male db/db
(BKS(D)-Leprdb/JOrIRj) mice, an obese genetic model of type 2 diabetes, were acquired
from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). These mice were allowed to acclimate to
the photoperiod (12-hour light/12-hour dark) and temperature conditions (22+1°C) for one
week prior to the start of the study with food and water ad libitum. Their blood glucose levels
were tested with a glucometer (Vario Onetouch®) to confirm that plasma glucose levels were

above 250mg/dL to confirm the diabetic state of mice before getting into the study.

Experimental Design

The diabetic BKS mouse model was divided randomly into three groups of 6 animals
each (Figure 1). The first group was the control group where the mice were exposed to
Normoxia for two weeks and maintained in Normoxia after ulcer formation until compete re-
epithelization. It represents non-apneic diabetic patients with ulcer. The second group
represented patients with diabetic foot ulcer experiencing OSA where the mice were exposed
to two weeks of 5% or 10% IH and were kept in hypoxia after wound induction. The mice of
the last group were exposed to 5% or 10% IH for two weeks then were put in Normoxia after
ulcer formation. Thus, this group mimicked apneic diabetic patients with ulcer followed by a
treatment for OSA.
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Figure 1: Schema showing the study design of the three groups.

Metabolic parameters

After 6 hours of fasting, the glycemia and weight were measured for all animals one
day before exposure, to ensure that the animals were diabetic. The glycemia was measured
with a glucometer (Vario onetouch) after tail-tip amputation and was expressed in mg/dl.
Hematocrit was analyzed at the end of the experiment in order to verify the hypoxic state of
the animals exposed to chronic intermittent hypoxia (CIH). Blood was collected in a
heparinized capillary and centrifuged at 130rpm for 7 minutes at room temperature (Hettich,
Haematokrit 210)

Intermittent Hypoxia Protocol

Intermittent Hypoxia is obtained by subjecting animals to a special device (Annex 1)
of alternate cyclic variations of air composed of nitrogen and oxygen, which is directly
distributed into the cages of animals, hence inducing arterial oxygen desaturation levels

similar which mimics severe OSA patients?’.

Before H/N exposure, the animals were left one week in the stabilization area. CIH
was achieved in experimental cages as previously described®. Briefly, the animals were
exposed in their housing cages to 60-s IH cycles during 8 hours per day for a duration of six
weeks. Each cycle lasts one minute with 30 seconds of a mixture of air and nitrogen,
corresponding to a FiO2 of 5% or 10%, followed by 30 seconds of air with a FiO2 of 21%. In
similar experimental cages located in the same animal facility, the control animals were
exposed to air stimulus (21% Fi02) at similar flows to ensure similar levels of noise and
turbulence related to gas circulation. FiO2 was monitored throughout the experiment with a
gas analyzer (ML206, ADInstruments, Oxford, United Kingdom). The ambient temperature

was maintained at 20-22°C.
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Ulcer Model

Pressure Ulcer model (PU): Isoflurane mask was used for anesthesia (induction 3%
and kept at 1.5%) and analgesia was injected before wound creation (Buprenorphine
0.1mg/kg). We adapted a used PU protocol®®

55N, MAGSY, Zlin-Prstné, Czech Republic) were positioned on the shaved skin of the

(Figure 2). Two magnet plates (10 mm diameter,

dorsum region of the mouse, pinching both the skin and the underlying panniculus carnosus.
Pressure ulcers were formed after 3 ischemia—reperfusion cycles (I/R). Each I/R cycle
consisted of a 2-h period of magnetic pressure followed by a 15 minutes period of release.
Mice were anesthetized only during magnet placement and removal steps. The mice tolerated

the procedure and returned to their normal activity few minutes after the magnet placement.

2H ischemia 1Smin 2H ischemiz 15min 2H ischemiz
Reperfusion Reperfusion

Figure 2 Pressure Ulcer Protocol demonstrated by 3 I/R cycles.

Excisional Wound model (EU): Isoflurane mask was used for anesthesia (induction
3min at 3%, and kept at 1.5% during all the procedure) and analgesia was injected before
wound creation (Buprenorphine, 0.1mg/kg). Two full-thickness wounds extending through
the panniculus carnosus were made on the shaved dorsum on each side of midline using an
8mm biopsy punch and iris scissors. A 14mmz2-diameter ring was affixed with tissue adhesive

to protect the ulcers without a splint-function and then covered with a bandage.
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Assessment of Endothelium-dependent and -independent microvascular

reactivity

Mice were anesthetized with inhaled isoflurane (induction 3min at 3%, and kept at
1.5%), and the dorsal surface of the mouse was shaved with an electric shaver, followed by

treatment with a hair-removal cream (Veet)*.

Before and after wound healing process, endothelial (Ach) and non-endothelial (SNP)
dependent tests were performed as previously described®’. Briefly, skin blood flow was
continuously recorded, using a laser Doppler Imaging (PIM3; Perimed, Jarfalla, Sweden)
during transcutaneous iontophoresis on the hairless back of the animals with a 1.2cm?
electrode. Endothelium-dependent tests were assessed by iontophoresis of a 2% Ach solution
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) with an anodal current application of 100 pA for
10min. Endothelium-independent test was assessed by iontophoresis of a 2% Sodium
Nitroprusside solution (Nitriate; SERB, Paris, France) with a cathodal current application of
100 pA for 10min. Data were digitized, stored on a computer, and analysed offline with signal
processing software (PimSoft v1.5.4.8078, Perimed, Jarfalla, Sweden). Baselines were
expressed as arbitrary perfusion units (APUs) and vasodilatory responses as percent increase
of respective baseline (%BL). lontophoretic dose is defined as current multiplied by time of
application Dose (MA/second) =current (MA) X time (seconds), and the amount of drug

delivered is directly proportional to the iontophoretic dose applied{Citation}.

Wound area assessment

The healed ulcer was evaluated by daily examinations of photos taken with a digital
camera with 14mmz2-diameter ring placed around the ulcer to have a size reference. Analyses
were made with ImageJ and were expressed as wound area (mm?) and percentage of wound
healing with reference on the first day of treatment (at Day 0 for EW and depending of the
maximal size ulcer for PU, around D19+2d).
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Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 13.0 for Windows (SPSS, Chicago,
IL). The data are expressed as the mean + SD. We used a general linear model for the wound
healing analysis for 10% hypoxia, with D19-ulcer-size as covariate, and a non-parametric test,
Kruskal-Wallis, for wound healing analysis for 5% hypoxia (non-normal distribution) and

vascular reactivity test. A p-value of 0.05 or less was considered statistically significant.

RESULTS
Chronic intermittent hypoxia impairs wound healing in PU model

To investigate if hypoxia has an impact on wound healing, we assessed the wound
healing percentage that is the wound area with respect to the maximum ulcer area from the
day of ulcer formation until the day of complete re-epithelialization. In the PU model, wound
healing percentage curve is divided into two phases, wound formation phase (from day 14
until day 19) and wound healing phase (day 19 until complete day 32) (Figure 3). There was
no differences= in wound formation between groups (p=0.085). We observed that chronic
intermittent hypoxia impairs wound healing delay (p=0.006). Wound healing was
significantly impaired in the HH group in comparison with control group NN (644.1 + 177 vs
834.2 + 68%BL.day; p=0.003) but not with the treated group HN (752.4 £ 100%BL.day,
p=0.129). There was a significant difference between the treated group HN and the control
group NN (p=0.045). After 32 days of Hypoxia or Normoxia exposure (Figure 3), wound
healing reached about 78 13 % (n=10) in the HH group, whereas the %WH reached
approximately 87 + 4 % (n=12) in HN group and 92 +3 % (n=14) in the control group.
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Figure 3. On the left, wound healing percentage in BKS mice exposed to Hypoxia (HH) in comparison with the
treated (HN) and the control group (NN) from the day of ulcer formation until re-epithelialization. On the right,
AUC of wound healing percentage of groups from day 19 until day 32. *p=0.006

Furthermore, we have noticed at the beginning of the experiment that CIH (5% Fi02,

21 Fi02) aggravated the ulcers in comparison with those treated with Normoxia and the

control group, and it was demonstrated by the fusion of the ulcers (Figure 4). But the

statistical analyses of the AUC of the ulcer size during the wound formation phase did not

support our results (p=0.119).

Concerning EW model, mice were removed early from the study due to signs of

distress and suffering. We can only hypothesize that ulceration of the mice and the

hypoxia/normoxia exposure had an effect on the survival of the mice. Indeed, a 5%

intermittent hypoxia is probably an excessive hypoxic stress for this ulcer model.
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Figure 4: On the left, BKS Mouse of HH group showing ulcer fusion 3 days after ulcer formation, whereas BKS
HN mouse showing normal ones. On the right, AUC of ulcer area of the 3 groups from day 14 until day 18

CIH seems to not affect the endothelial function of the diabetic mice

To assess if CIH has any effects on endothelial-dependent and independent function in
the BKS mice, we studied the vascular reactivity function of the healthy skin after complete
re-epithelization of the three groups. At the end of the experiments, the results show that there
were no significant differences of the vasodilation responses of Ach and SNP between the

three groups (Ach: p=0,43 and SNP : p=0.64, respectively) (Figure 5).

Vascular Reactivity of Healthy Skin Post
Exposure

40,0
30,0
20,0 ® HH (n=6)
10,0 ® HN (n=5)

%BL

0,0 B NN (n=3)
-10,0

-20,0

Figure 5 : Vascular reactivity response of Ach and SNP of the healthy skin after hypoxia exposure. Data are
expressed as the percentage of the Baseline.
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Hypoxia intensity impact wound healing delay

After the interruption of the EW protocol, we tested if the hypoxia severity could have
an impact on wound healing delay. We expose mice with a PU model to a 10% hypoxia
following the same study design. Analysis of variance of AUC of wound healing phase,
showed no difference between groups (HH: 762.5 + 107; HN: 786.2 £ 51; NN: 834.2 + 68;
p=0.155) (Figure 6).
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Figure 6: Wound healing percentage from D19 to D32 during n 10% hypoxia exposure.
A) Curves of wound healing, B) AUC of D19-D32 wound healing percentage.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first report identifying a novel association between OSA
and wound healing in patients with T2DM which was done on an animal model. In the present
study, we demonstrate that CIH impairs wound healing in diabetic mice. Although it was
clear by the fusion of ulcers that CIH aggravates the occurrence of the ulcer, our statistical
analyses did not support this hypothesis. Moreover, come back to normoxie after ulcer
creation doesn’t improve statistically the wound healing delay. However, it’s interesting

thought that HN wound healing curve tend to the NN curve.

There are several possible explanations for the wound healing impairment in patients
with obstructive sleep apnea. Oxygen supply is important for cell metabolism and energy
production. Poor tissue perfusion and oxygen supply due to microvascular and macrovascular
diseases, such as Diabetes, create a hypoxic wound and impair the healing process®, and this

hence may further be worsened due to intermittent hypoxia. In normal cutaneous wounds,
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HIF-1; which is considered to be the master regulator oxygen hemostasis; is important for
enhancement of appropriate inflammatory and angiogenic responses®, leading to a proper
healing process. Studies suggest that impaired healing in chronic ischemic wounds is partly
caused by defective HIF-1 signaling and a reduced ability to respond to local tissue hypoxia®.
Furthermore, there is considerable evidence that HIF-1 signaling is impaired in diseases that
have wound healing impairment such as diabetes, and aging®. However, the role of HIF-1a
remains controversial in OSA studies***. IH induced an increase in HIFa protein levels as an
adaptive response to OSA®. On the other hand, some studies showed no change in HIFla
levels in response to OSA3. Thus, in order to further understand the underlying mechanism
between wound healing, diabetes and OSA, we plan to quantify HIF1a from the biopsies that

were taken from our three groups.

The best model for wound healing is the human model. Although mice are widely
used for wound healing studies and they represent an economical animal model that can be
genetically manipulated for mechanistic investigation®, they heal differently to human’s,
primarily due to the process of contraction caused by the panniculus carnosus that is largely
absent in humans®®, making this model a limitation for our study. Another limitation of the
study was the number of animals used in the control group. Because of the high levels of
stress, frequent vigorous fighting and ulcer-biting occurred between the male mice, which
transformed the wounds from PU into EW, thus, they were excluded from the study. Although
both OSA and diabetes affect the endothelial function, our results do not support this
alteration for this type of study as LDI depends on several parameters which can lead to

variations in the results®’.

In summary, in this study we have developed a new model that showed that OSA
impaired wound healing in diabetic mice. Even though, it was clear by the fusion of the ulcers
that CIH aggravated wounds in diabetes, our statistical analyses of the days of ulcer formation
did not support our hypothesis. Hence, further studies are required to see the exact less

hypoxia stress effect and to evaluated mechanisms involved in the modulation.
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