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INTRODUCTION 

La recherche clinique, les essais cliniques et la pharmacologie clinique 

 

Généralités  

 

Selon l’INSERM(1) la recherche clinique est « l’ensemble des études scientifiques 

réalisées sur la personne humaine, en vue du développement des connaissances biologiques 

ou médicales ». La recherche clinique est encadrée par la loi n° 2012-300 du 5 mars 2012 

(dite Loi Jardé) modifiée par ordonnance le 16 juin 2016 et appliquée depuis l’année 2018(2). 

Trois catégories de recherche impliquant la personne humaine sont donc définies par le code 

de la santé publique : les recherches interventionnelles (RIPH catégorie 1), les recherches à 

risques et contraintes minimes (RIPH catégorie 2) et les recherches observationnelles ou non 

interventionnelles (RIPH catégorie 3). 

Les essais cliniques pour le développement d’un médicament suivent 

traditionnellement 4 phases. Les études de phase I évaluent la pharmacocinétique, la 

pharmacodynamie, la toxicité et la dose maximale tolérée sur des petits groupes de 

volontaires sains ou malades. Les études de phase II évaluent la sécurité et l’efficacité sur des 

groupes de volontaires malades permettant de définir une dose minimale efficace. Les études 

de phase III permettent de déterminer l’efficacité et l’intérêt des traitements en les comparants 

aux traitements de référence ou à un placebo par exemple, ils incluent un grand nombre de 

volontaires malades. Elles peuvent aboutir à une demande d’AMM auprès de l’ANSM ou plus 

fréquemment de l’EMA. La phase IV commence après l’obtention de celle-ci et dure toute la 

vie du médicament, c’est la pharmacovigilance. Actuellement, cette séparation en phases 

distinctes s’estompe afin d’accélérer le développement du médicament, et de nombreuses 

études recouvrent plusieurs phases et prévoient d’adapter les protocoles aux résultats 

intermédiaires, ce qu’on appelle les essais adaptatifs(3), ce qui aboutit à une complexité 

croissante de la méthodologie de ces essais (4). 

La pharmacologie clinique est définie par l’OMS comme l’ensemble des activités se 

rattachant au devenir et aux effets des médicaments chez l’homme ainsi qu’à leur usage. Elle 

comprend, entre autres, les études de pharmacocinétique, de pharmacodynamie, les essais 

cliniques et la pharmacovigilance mais aussi la pharmacoépidémiologie et la 

pharmacodépendance par exemple.  
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L’étude de pharmacologie clinique présentée dans ce travail est une étude de phase 

I/II. 

Les études de phase I 

 

Les essais cliniques de phase I ont pour but d’évaluer la toxicité, la pharmacodynamie 

et la pharmacocinétique des traitements. Ils sont nécessaires afin d’identifier la dose maximale 

tolérée à recommander pour les essais de phase II. Il existe plusieurs grands types de design 

pour les études de phase I :  

 

i) Les designs classiques dits conventionnels ou standards (Figure 1) 

Ce type de design est le plus largement répandu car il est très simple à comprendre et à mettre 

en œuvre. Il permet d’anticiper la logistique et le nombre approximatif de volontaires (sains 

ou malades) inclus dans l’étude. Il se base sur l’augmentation progressive des doses supposant 

l’existence d’une relation monotone croissante entre la dose et la toxicité. Le modèle 

majoritaire de design classique est l’escalade de dose par cohorte de 3 sujets (Figure 1a), le 

«3+3», décrit successivement par Storer(5) et Liu(6). Cela consiste en la recherche de la DLT 

« dose limiting toxicity ou toxicité limitant la dose », dose à laquelle apparaît un effet 

indésirable inacceptable. L’inacceptabilité est définie par le caractère irréversible et/ou la 

gravité gradée selon les recommandations du NIH CTCAE, en version 5.0 à ce jour(7). La 

dose maximale tolérée (MTD) est choisie comme la dose ayant présenté moins de 2 DLT pour 

6 sujets traités. Cependant, Reiner estime à seulement 30% la proportion de dose maximale 

tolérée définie par cette méthode comme étant acceptable(8). De plus, dans le cas des essais 

en cancérologie réalisés sur des malades, elle conduit de facto à l’exposition de nombreux 

sujets à des doses subthérapeutiques. Une variante de cette méthode, « l’accelerated titration 

design (ATD)» (figure 1b) utilise le même concept mais en exposant seulement un individu 

pour les doses les plus faibles (6). L’ATD est l’équivalent du design classique avec une 

titration prévoyant un seul sujet par palier de dose jusqu’à la survenue d’une DLT. Puis l’essai 

bascule en un design classique 3+3. Cela permet d’explorer un plus grand nombre de paliers 

de doses et de diminuer le temps d’étude ainsi que le nombre de sujets avec des doses infra-

thérapeutiques(9) mais avec comme inconvénient la variabilité inter-sujets.  

Le « biased coin design » (figure 1c) va encore plus loin et consiste à déterminer la dose du 

sujet suivant selon la toxicité observée chez le sujet précédent en accroissant la dose en 

l’absence de toxicité et diminuant la dose sinon. Ce modèle est peu utilisé car il ne tient pas 

compte de l’historique de tous les sujets précédents mais uniquement du dernier sujet traité. 
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Ses variantes, le « k-in-a-row design » et « Group up-and-down design » tentent de tenir 

compte de l’historique pour traiter un sujet ou une série de 3 sujets. Ces méthodes sont peu 

utilisées mais ont l’avantage d’introduire le concept développé ci-dessous avec de meilleures 

méthodes d’adaptation continue de la dose à la toxicité. 

 

Figure 1 : Designs classiques de phase I 



 

 

16 

 

ii) Les « continual reassessment method » (CRM) 

La CRM est une méthode d’escalade de dose guidée par un modèle bayésien basé sur un 

résultat de toxicité binaire (10) appelé également méthode de réévaluation séquentielle. Le 

principe est d’attribuer à chaque nouveau sujet la meilleure estimation actuelle de la dose 

maximale tolérée. La DMT est, ici, la dose associée à 20% de DLT. Ce seuil, bien 

qu’arbitraire, est le plus couramment utilisé mais peut varier selon les molécules. Un modèle 

de courbe de dose-toxicité basé sur toutes les données recueillies précédemment permet 

d’estimer la probabilité de DLT avant chaque nouvelle administration. En résumé, la dose 

attribuée à un sujet ou un volontaire sain se base sur les résultats des administrations chez les 

sujets précédents. Ce design permet de diminuer la proportion de volontaires recevant des 

doses faibles mais elle ne permet pas de réduire la durée de l’essai clinique et nécessite une 

évaluation très fiable des DLT déterminées par modélisation. 

 

Cependant, l’efficacité d’un traitement n’est pas explorée par les essais cliniques de phase I 

dits conventionnels, c.à.d. que la dose maximale tolérée ne tient pas compte du rapport 

bénéfice/risque, en particulier en cancérologie. Dans Annals of Oncology en 2017, Yan 

explique que cette absence de données ne permet pas de recommander la bonne dose pour les 

phases ultérieures. Les études de phase I/II seraient plus efficaces et identifieraient avec plus 

de fiabilité la dose optimale en termes de sécurité et d'efficacité.(11)  

 

Les études de phase I/II 

 

Les études de phase I/II ont pour but de déterminer la dose ayant une probabilité 

d’efficacité élevée et une probabilité de toxicité faible. Ces études sont menées sur des 

volontaires sains et des patients. Elles peuvent associer plusieurs critères de jugements 

principaux : critères composites, critères combinés(12). Elles sont principalement utilisées en 

oncologie (impossibilité de traiter des volontaires sains), dans des maladies rares avec un 

faible pouvoir de recrutement ou si des études préliminaires ont déjà montré la sécurité de la 

molécule.  

 

Les études de phase II 

Les essais de phase II permettent d’estimer l’efficacité d’une dose chez un petit 

nombre de malades. Leur but est d’établir la dose optimale en termes d’efficacité à utiliser 

pour les phases III sur des populations de patients beaucoup plus importantes.  
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La sclérodermie systémique 

Epidémiologie 

 

En France, actuellement 6000 à 9000 personnes sont atteintes de sclérodermie 

systémique. Ce chiffre est extrapolé par les rédacteurs du PNDS des résultats des études 

épidémiologiques réalisées entre 2004 et 2016. Les patients sont intégrés dans le parcours de 

soin encadré par l’ALD 21 : « périartérite noueuse, lupus érythémateux aigu disséminé, 

sclérodermie systémique». Cette pathologie a une prédominance féminine de 4/1 homme. (13)  

Classification 

 

Le diagnostic de sclérodermie systémique est posée  quand un patient présente un 

score minimum de 9 sur l’échelle de critères définie par l’ACR/EULAR représentée sur le 

Tableau 1. Deux formes principales de SSc sont décrites : la SSc cutanée diffuse et la SSc 

cutanée limitée. Elles se distinguent par une fibrose cutanée dépassant ou non le niveau des 

coudes et des genoux en proximalité. Une troisième SSc dite sine scleroderma ou 

sclérodermie systémique limitée est décrite comme ne présentant pas de fibrose cutanée. 

 

Tableau 1: Les critères de classification ACR-EULAR adapté de Hoogen et Al (12). Chaque 

item comporte une valeur chiffrée additionnée. Le total pour poser un diagnostic de SSc doit 

être supérieur ou égal à 9. 

 

Item  Sous-item(s)  Score 

Epaississement cutané au niveau des 

doigts des deux mains proximalement 

aux articulations 

métacarpophalangiennes (MCP)  

(critère suffisant)  

- 9 

Epaissement cutanée des doigts (seul 

compte le score le plus important)  

Doigts boudinés  

Sclérodactylie (distalement aux 

articulations MCP mais 

proximalement aux 

interphalangiennes) 

2 

4 

Lésions pulpaires (seul compte le 

score le plus important) 

Ulcères digitaux pulpaires 

Cicatrices d’ulcères 

2 

3 

Télangiectasies - 2 

Anomalies capillaroscopiques - 2 

Atteintes pulmonaires HTAP et/ou fibrose pulmonaire 2 

Phénomène de Raynaud - 3 

Anticorps spécifiques de la SSc Anti-topoisomérase I  

Anticorps anti-centromères 

Anti-ARN polymerase de type III 

3 
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Pathologie et complications  

 

La SSc est une maladie auto-immune associant fibrose cutanée (+/- viscérale) et 

dysfonction endothéliale et microvasculaire. Le phénomène de Raynaud est un des premiers 

signes cliniques de la pathologie. Les complications sont nombreuses car l’atteinte peut être 

multi organes : pneumopathie infiltrante, HTAP, atteintes rénale, cutanée et musculo-

squelettique, gastro-intestinale, cardiaque, phénomène de Raynaud et artériopathie digitale.  

Les ulcères digitaux sont une complication fréquente avec une prévalence de plus de 

40%(14). L’atteinte microvasculaire entraînant un défaut de perfusion cutanée, associée ou 

non à un traumatisme local ou des facteurs mécaniques (calcinoses, tension cutanée), est à 

l’origine des ulcères digitaux. Ceux-ci sont très douloureux, parfois multiples et souvent 

récidivant, ils sont très handicapants pour les patients et peuvent conduire à des amputations. 

(Figure 2)  

 

 

Figure 2: Ulcère digital sur le pouce d'une patiente atteinte de sclérodermie systémique 

Source : banque personnelle 

 

Traitements actuels des ulcères digitaux  

 

En 2017, l’EULAR a publié ses nouvelles recommandations de prise en charge de la 

sclérodermie systémique et notamment des ulcères digitaux.(15) Les 3 avis émis concernant 

les ulcères digitaux sont classés en rang A selon le système GRADE.(16)  

Premièrement, l’iloprost (analogue de la prostacycline) par voie IV est indiqué comme 

traitement des ulcères digitaux. Le schéma thérapeutique utilisé en France est de 0,5 à 2 

ng/kg/min, pendant 6-8 heures, 5 jours successifs en s’adaptant à la tolérance du patient.(13)  
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Deuxièmement, les inhibiteurs de la PDE-5 (sildénafil) sont recommandés pour 

prévenir le développement de nouveaux ulcères à la posologie de 20mg 3 fois par jour et 

amélioreraient leur guérison à la posologie de 100 à 200mg par jour. Ils peuvent donc être 

envisagés comme traitement. Cependant, cette recommandation discutable repose sur un essai 

clinique négatif et le médicament n’a pas l’AMM dans cette indication. 

Troisièmement, le bosentan (inhibiteur des récepteurs à l’endothéline de 62.5mg à 

125mg 2 fois par jour) est recommandé de manière préventive afin de réduire l’incidence de 

nouveaux ulcères, en particulier chez les patients présentant plusieurs ulcères digitaux malgré 

un traitement par inhibiteurs calcique, inhibiteurs de la PDE-5 ou analogue de la 

prostacycline.    

 

Les mécanismes d’action des traitements cités sont représentés de manière schématique et 

simple sur une cellule musculaire lisse de microvaisseaux dans la figure 3.  

 

 

 

Les cellules endothéliales produisent la PGI2 (protacycline) à partir d’acide arachidonique. 

Elle se fixe sur le récepteur IP à la surface de la cellule musculaire lisse ce qui conduit à 

l’augmentation de l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et donc la diminution du 

Figure 3 : Voies d'action des traitements des ulcères digitaux 
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calcium intracellulaire et la relaxation de la cellule (vasodilatation). Les analogues de la 

prostacycline ont une action vasodilatrice en mimant l’action de la prostacycline endogène.  

Les inhibiteurs de la Phosphodiestérase-5 (i-PDE5) ont une action sur la voie du NO. Le NO 

libéré par la cellule endothéliale pénètre dans la CML et active la GC cytoplasmique qui 

produit le GMPc à partir du GTP. Le GMPc par diminution de la concentration intracellulaire 

de calcium entraîne la relaxation de la CML. Les i-PDE5 permettent l’augmentation de la 

concentration de GMPc (guanylate monophostate cyclique) intracellulaire en inhibant sa 

dégradation par la phosphodiestérase-5. 

L’ET-1 (endothéline 1) est un puissant vasoconstricteur endogène ayant une concentration 

augmentée dans les collagénoses comme la sclérodermie systémique. En se fixant sur les 

récepteurs à l’endothéline ETa et ETb de la cellule musculaire lisse, le bosentan, inhibiteur 

mixte, s’oppose aux effets de l’ET-1.  

 

La prise en charge de ces plaies associe les traitements précédents à un nettoyage 

minutieux, le débridement et des pansements adaptés. D’autre part de nombreuses mesures 

préventives peuvent être mises en place comme l’éviction au froid et une hygiène cutanée et 

unguéale correcte.  

 

Les recommandations françaises du PNDS et celles du groupe d’expert de l’EULAR sont en 

accord sur la place de l’iloprost comme principal traitement curatif  des ulcères digitaux des 

patients atteints de sclérodermie systémique. Cependant, cet analogue de la prostacycline 

administré par voie intraveineuse va peu diffuser sur sa cible (l’ulcère digital) du fait même de 

la pathologie. En effet, dans la SSc, l’atteinte de la réactivité microvasculaire et surtout la 

profonde raréfaction capillaire digitale va diminuer la distribution du traitement dans les 

zones pathologiques. Il sera donc nécessaire d’augmenter les doses ce qui conduit à 

l’apparition d’effets indésirables systémiques dans les tissus de densité capillaire normale 

(céphalées, bouffées vasomotrices, hypotension, vomissements…), ces effet étant dose-

limitants. De plus la voie intraveineuse et les 5 jours d’hospitalisation sont de réels freins à ce 

traitement pour les patients.  

Notre étude se place donc dans ce contexte, proposant d’évaluer une voie d’administration 

locale d’un analogue de la prostacycline afin d’éviter les effets indésirables systémiques de 

l’administration IV et permettant d’atteindre le site ulcéré. Des études antérieures, 

précliniques et cliniques, de l’équipe ont permis de sélectionner, parmi une douzaine de 
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molécules agissant sur la voie du NO ou sur la voie de la PGI2, le tréprosinil comme molécule 

d’intêret. La voie locale d’administration choisie, et également précédemment étudiée par 

l’équipe, est l’iontophorèse.   

 

L’iontophorèse d’analogue des prostacyclines 

 

L’iontophorèse  

L’iontophorèse est une méthode d’administration transdermique de médicaments basée sur le 

transfert de molécules chargées en utilisant un courant électrique de faible intensité (Figure 

4). 

  

 
Figure 4 : Représentation schématique du transport iontophorétique 

Les médicaments chargés positivement (D +) migrent sous l'anode tandis que les 

médicaments chargés négativement (D-) migrent sous la cathode. Les flèches rouges et bleues 

représentent l’électromigration anodique et cathodique, respectivement. La flèche violette 

représente l’électro osmose. Tiré de la référence (17). 

 

Cette méthode allie l’effet propre du courant de faible intensité dans le traitement des ulcères 

de la peau et la libération d’une molécule active localement. En effet, en mimant les signaux 

électriques endogènes, l’application d’un courant électrique exogène de faible intensité 

améliorerait la cicatrisation en augmentant la migration des kératinocytes, fibroblastes et 

neutrophiles(18). La libération de PGI2 est également augmentée lors de la stimulation par un 

courant (CIV : current induced vasodilation).(19)  
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L’utilisation de l’électrostimulation est reconnue par la FDA comme une technique non 

médicamenteuse de traitement des ulcères chroniques de pression ou du diabète. Il a existé sur 

le marché plusieurs dispositifs médicaux (DM) utilisés pour le traitement des plaies dont :  

-le POSiFECT® RD qui a été développé en partant des données sur les multiples rôles des 

courants ioniques dans la cicatrisation. Ceux-ci font partie du processus de cicatrisation 

normal, ils favorisent la fixation du collagène, la formation du tissu cicatriciel, l’angiogenèse 

et la migration des leucocytes. Il est composé d’un pansement unique circulaire, les électrodes 

sont intégrées dans le pansement ainsi que le générateur. 

-le WoundEl® a pour indication les plaies chroniques avec retard de cicatrisation 

(angiodermites nécrosantes, ulcères veineux et artériels, plaies du pied diabétique et escarres). 

Le générateur est relié à deux électrodes : une dispersive et une électrode pansement à placer 

sur la plaie.  

 Cependant, le choix du protocole de stimulation électrique à appliquer est 

extrêmement hétérogène entre les études au niveau de la quantité de courant appliquée 

(dépend du temps et de l’intensité), du type de courant (continu ou alternatif), courant pulsé 

ou non. Dans une méta-analyse récente de l’équipe, C.Khouri a confirmé l’efficacité globale 

de la stimulation électrique dans la cicatrisation des plaies chroniques, en suggérant la 

supériorité du courant pulsé à haute tension (HVPC) sur les autres types de courant, ainsi que 

la relation négative entre cicatrisation, taille et ancienneté de l’ulcère.(20) 

 

Le treprostinil  

 

La PGI2 a un effet vasodilatateur puissant et un rôle clé dans la réparation tissulaire par 

l’augmentation de l’angiogenèse dépendant du VEGF. Des travaux de 2014 ont rapporté que 

la cascade de signalisation passant par la NADPH oxydase 4 (NOX4), qui est impliquée dans 

la prolifération, la migration et l'activité proangiogénique des cellules endothéliales, était 

augmentée par les analogues de PGI2.(21) Le treprostinil est un analogue stable de la PGI2.  

 

Il s’agit d’un médicament rétrocédable dans le cadre de son AMM : la prise en charge de 

l’HTAP idiopathique ou à transmission héréditaire. Il est, dans cette indication, utilisé par 

perfusion sous cutanée ou intraveineuse continue et doit être introduit en milieu hospitalier. 

Cependant, en 2008, un collège de spécialistes français déconseillait le treprostinil en 

perfusion sous cutanée du fait de sa mauvaise tolérance.(22)  
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Dans les études précédentes, il a été montré qu’une solution de treprostinil est effectivement 

administrable par iontophorèse. La tolérance est bonne à 250μM et augmente la perfusion 

cutanée au niveau des avant-bras chez les volontaires sains et les patients atteints de 

sclérodermie systémique en situation normale ainsi que lors d’un refroidissement local de la 

main et pendant la phase de réchauffement. De plus, l’iontophorèse d’une solution de 

treprostinil à 2.5mM est également bien tolérée et augmente la perfusion cutanée sur la jambe, 

la plante du pied et la pulpe du doigt des volontaires sains.(23–25,25–30)  

Mais avant de passer à une étude de type IIb/III de preuve d’efficacité sur les ulcères digitaux 

des patients atteints de sclérodermie systémique, nous avons été confrontés à la nécessité de 

changer la galénique du produit afin de permettre l’application sur l’ulcère. La forme 

galénique choisie a été un hydrogel.  

Par conséquent, nous avons dû démontrer l’innocuité de cette nouvelle forme galénique chez 

le volontaire sain, ce qui correspond à la première étape de notre étude. Puis nous avons 

cherché, dans la seconde étape à démontrer sa sécurité en application sur les ulcères des 

patients atteints de sclérodermie systémique.  

L’étude est donc une phase I/II, comparative versus placebo.  
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Abstract :  

Introduction: Digital skin ulcers are a severe complication of systemic sclerosis (SSc).  The 

first-line treatment is intravenous iloprost, but it induces dose-limiting adverse events. Local 

administration of treprostinil through skin iontophoresis may be a safe alternative. We 

conducted a two-stage, randomized, placebo-controlled single ascending dose study in healthy 

volunteers and patients with SSc-related digital ulcer (SSc-DU). We further explored the 

effect of the procedure on skin blood flux.  

Methods: In a first group of healthy subjects, treprostinil and placebo iontophoresis were 

performed at 3 different locations (i.e. 6 skin sites): the sole of the foot, the leg, and the 

fingers. We used a 1mg/mL hydrogel of treprostinil. We then randomly treated SSc-DUs in a 

3/1 ratio with treprostinil and placebo, respectively. We used concentrations from 0.1 to 1 

mg/mL. All adverse events were recorded and rated (according to the CTCAE), while skin 

microvascular blood flux was recorded with laser speckle contrast imaging and expressed as 

cutaneous vascular conductance (CVC). 

Results: Among the 12 healthy volunteers, we observed 60 local adverse effects: burns (n=2), 

skin pain, erythema and pruritus. They were graded 1 or 2 on the 5-point CTCAE scale. No 

systemic adverse effect was observed. Treprostinil iontophoresis significantly increased skin 

blood flux on the leg (AUC0-4h at 88460 ±6436 versus 12730 ±3397 %BL.min respectively, 

P< 0.001) and on the sole of the foot (AUC0-3h at 20124 ±6119 versus 3142 ±3036% BL.min 

respectively, P= 0.018) with a trend on the finger (AUC0-3h was 10773 ± 4888%BL.min for 

treprostinil versus 5402 ± 4343%BL.min for placebo (P=0.093)). Among five patients with 

SSc-UD, two resolutive local adverse effects graded 1/5 were reported (1 pruritus and 1 

edema), on active electrodes with placebo. There was no systemic adverse effect.  

Conclusion: Iontophoresis of treprostinil hydrogel was safe in SSc patients with digital ulcers, 

with no systemic adverse effect and only minor local adverse effects related to the 

iontophoresis procedure. Treprostinil hydrogel at 1 mg/mL will therefore be used in the next 

study, i.e. daily repeated iontophoresis in SSc-related ulcers with an individual scale up of 

iontophoresis current. 

 

Key words: Systemic sclerosis, microvascular dysfunction, prostacyclin, treprostinil, 

iontophoresis  
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INTRODUCTION 

Systemic sclerosis (SSc), is a rare disease (31 to 350 patients / million 

inhabitants)(31), characterized by microvascular dysfunction, cutaneous fibrosis and 

dysimmunity. Vascular dysfunction is a key element in its pathogenesis(32), Raynaud’s 

phenomenon being most of the time the first manifestation of the disease, preceding skin 

fibrosis. Digital ulcers are a subsequent serious and disabling complication. Its 

pathophysiology involves vascular ischemia triggering mechanical factors such as calcinosis, 

local trauma or tight skin under tension. Bosentan, an endothelin receptor antagonist, is 

indicated to prevent the occurrence of new digital ulcers in patients with active ulcers(15). 

However, it has no efficacy on the healing of existing ulcers. The European League against 

Rheumatism (EULAR) guidelines recommend intravenous iloprost as a treatment for active 

digital ulcers in patients with SSc(15). Yet, repeated iloprost infusions require patient 

hospitalization and are associated with serious dose-limiting adverse effects (headache, 

flushing, nausea, vomiting, maxillary pain, myalgia). 

The paradox is that patients with SSc exhibit decreased finger capillary density(33), 

which limits drug diffusion to the site of ulceration when administered intravenously. High 

doses are therefore required to reach a sufficient concentration at the level of the ulcer, at the 

cost of systemic effects. Local administration of the drug may help to circumvent this 

problem. 

We previously showed that cathodal iontophoresis allows local delivery of a liquid 

solution of a prostacyclin analogue, treprostinil (25), into the dermis, with limited systemic 

diffusion(26). When performed on human intact skin, the procedure induces a sustained 

increase in cutaneous perfusion at the forearm, fingers, and feet level, and is well tolerated 

(23,26,27,30). However, several issues remain to be solved before assessing efficacy through 

a randomized controlled trial. Firstly, the liquid formulation cannot be used on skin ulcers and 

a sterile viscous formulation is required; and whether iontophoresis of a hydrogel of 

treprostinil is safe, and allows drug delivery into the skin, is unknown. Secondly, the safety of 

the procedure when applied directly to digital ulcers remains to be verified, as skin 

permeation is enhanced due to the loss of epidermis. The objectives of this study were 

therefore to assess the safety of a cathodal iontophoresis of treprostinil hydrogel administered 

on healthy volunteers’ finger pad, leg and sole of the foot, with a specific focus on cutaneous 

safety. We subsequently tested the safety of ascending doses of treprostinil hydrogel 
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iontophoresis in patients with SSc-related digital ulcers. Secondary objectives were to assess 

the local pharmacodynamic effect on skin perfusion.  

METHODS  

Study protocol  

The study (NCT03120533, N° EudraCT: 2016-000883-40) was approved by the 

Grenoble Institutional Review Board (Comité de protection des personnes Sud-est V) on the 

24 May 2016 and conformed to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. 

Participants gave written informed consent before participation. The study protocol was 

amended 5 times. 

This study was conducted in Grenoble Clinical Research Center, France, between June 2017 

and June 2019. We enrolled 13 healthy volunteers recruited from the database of the clinical 

research center and 5 patients with SSc-related digital ulcers recruited from patients 

consulting Grenoble University Hospital Vascular Medicine Department.  

All participants were aged ≥ 18 years. Women of child-bearing potential were required 

to use effective contraception to be enrolled. Patients with SSc had to fulfil the ACR/EULAR 

diagnostic criteria for SSc(34) and the major inclusion criteria were: presence of at least 1 

ischemic digital cutaneous ulcer, with ulceration classified as "active ulcers" according to the 

North American working group definition(35), with the longest dimension  ≥ 2 mm.  

The main exclusion criterion was contraindication to treprostinil. Non-inclusion 

criteria for SSc patients included systemic treatment with any prostacycline analogue, 

initiation or change of dosage of bosentan, sildenafil or calcium channel blockers, and digital 

sympathectomy or botulinum toxin injection all in the past month or scheduled for the 

following month; and clinically infected digital ulcers. 

 

Study design  

This was a two-stage, randomized, placebo-controlled, double-blind study in healthy 

volunteers (stage 1) and patients with SSc-related digital ulcers (stage 2) 

In stage 1, each participant attended 3 visits: a selection visit, a study visit, during 

which iontophoresis was performed at three different sites, and a control visit (at day 7 ± 4) 

with a clinical examination. 

 Patients with SSc-related digital ulcers included in stage 2 attended six visits: a 

selection visit, 4 study visits with an ascending dose protocol (Visit 1 V1: current titration 
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with placebo, and treprostinil hydrogel at 0.1, 0.3, and 1 mg/mL during visit V2, V3, and V4 

respectively), and an end of study visit. 

During study visits, on arrival at the laboratory, subjects were placed in a temperature-

controlled room (23 ± 1 °C) and remained supine for the whole experiment.  

Each subjects was followed up during 3 hours. 

 

Preparation of drugs 

Treprostinil or placebo hydrogel were prepared by mixing treprostinil 

(REMODULIN®) 10mg/mL (Bioproject Pharma, Paris, France) or sodium chloride 0.9% 

(Aguettant, Lyon, France), respectively, with Suprasorb G gel (Lohmann & Rauscher, 

Rengsdorf, Germany). Three concentrations were prepared 0.1, 0.3, and 1 mg/mL, by an 

aseptic transfer technique under a vertical laminar flow hood (ISO 5) in a ISO 8 

environmet(36). The hydrogel was conditioned in 1-mL sterile syringes. Each syringe was 

intended for a single use and was blindly labelled by an independent, unblinded pharmacist. 

 

Treprostinil or placebo iontophoresis protocol  

 

Single dose administration to healthy volunteers 

During the study visit, after 30 minutes of acclimatization, three iontophoresis of a 

hydrogel of treprostinil at 1 mg/mL were consecutively performed at different locations: the 

lower anterior part of the leg, the fingers and the sole of the foot. At each location two 

rectangular sites were chosen and marked using a surgical pencil. We chose two fingers 

among the index, the middle and the annular. Baseline skin blood flux was recorded for at 

least 5 min at all sites.  

For the leg and sole of the foot, 1 mL of treprostinil or placebo hydrogel was applied 

at location, randomly chosen and blinded to the operator (hydrogels were labeled “proximal” 

or “distal” for the leg; and “medial” or “lateral” for the foot). A gauze pad was applied above 

the gel and 2 rectangular sterilized Ag–AgCl electrodes (Axion® GmbH ; Leonberg ; 

Germany) were placed over the gauzes on each site (Figure 4). The electrode was then fixed 

to the skin using a transparent patch (Tegaderm Film, 3M Deutschland GmbH; Neuss; 

Germany).  

At the finger sites, 1 mL treprostinil or placebo hydrogel was applied at each location, 

randomly chosen (hydrogels were labeled “medial” or “lateral”). Digital electrodes were 
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made of Ag-AgCl gloves cut and sterilized at low temperature with hydrogen peroxide. The 

hydrogel was directly in contact with Ag–AgCl electrodes (Axion® GmbH ; Leonberg ; 

Germany). However, after the administration in the first participant, in whom an adverse 

event occurred, the protocol was modified to add a gauze between the gel and the electrode, 

similarly to the foot and leg sites (Figure 5). 

 

For all sites, active electrodes were connected to the cathode, whereas the anode was 

connected to dispersive electrodes placed approximately 10 cm apart (Axion® GmbH ; 

Leonberg ; Germany) (Figure 4). Computer-controlled generators were used (PF 751 Peri-Iont 

USB Power Supply, Perimed, Järfälla, Sweden) to provide a continuous, low-intensity 

current. Voltage was continuously recorded to estimate skin resistance. 

 

For healthy volunteers the intervention was volunteers the intervention was as such: 

firstly, iontophoresis was performed at 240 μA for 20 minutes (288 mC), simultaneously on 

the medial and lateral sides of the right leg (Figure 5A). Secondly, iontophoresis at 240 μA 

for 120 minutes (1728 mC) was simultaneously performed on the finger pads of 2 fingers of 

the right hand (Figure 5B). After the side effect observed in the first healthy volunteer 

iontophoresis (see results), the protocol duration and current intensity were halved to 120 μA 

for 60 minutes in order to decrease the quantity of current (432 mC) at this site. Finally, the 

procedure was repeated on the sole of the right foot (Figure 5C) at 240 μA for 120 minutes 

(1728 mC). After the fifth volunteer, the steering committee decided to amend the protocol on 

the foot, the duration being halved (240 μA for 60 minutes; i.e. 864 mC). 

All characteristics of iontophoresis are described in Appendix_Table_1.  
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Figure 5 : Cathodal iontophoresis on leg, fingers and sole of the foot 

Cathodal iontophoresis of treprostinil and placebo hydrogel was performed in healthy 

volunteers. (A) on the leg, gauze was applied above the gel and 2 rectangular sterilized Ag–

AgCl electrodes (= active electrodes) were placed over the gauze on each site and passive 

electrodes were placed 10 cm apart on the leg and on the top of the foot; (B) on the finger 

pads, gauze was applied above the gel and 2 sterilized Ag–AgCl finger electrodes (= active 

electrodes) were placed over the gauze on each finger and passive electrodes were placed 10 

cm apart on the palm; (C) on the sole, gauze was applied above the gel and 2 rectangular 

sterilized 7.2 cm² Ag–AgCl electrodes (= active electrodes) were placed over the gauze on 

each site and passive electrodes were placed 10 cm apart on the sole of the foot. 

 

 

Single ascending dose administration to patients with SSc-related digital ulcer  

The first study visit was used to determine the current intensity that was safe for each 

patient. After a 30-minutes acclimatization period one digital ulcer was chosen. Baseline 

digital skin blood flux was recorded during 5 minutes. Then 1 mL hydrogel of placebo was 

applied on the ulcer, gauze placed over it and then the sterilized Ag–AgCl digital electrode 

(Axion® GmbH ; Leonberg ; Germany) connected to the cathode. The passive electrode 

(anode) was placed on the proximal part of the palm. The current was supplied and voltage 

monitored similarly to healthy volunteers 

The current intensity was chosen as such (Figure 6): Placebo iontophoresis was initially 

performed with a current charge of 208.8 mC (58 μA during 60 min). If no adverse effect 

occurred, and the patient reported no pain using visual numerical score (VNS), a second 

iontophoresis at 414 mC (115 μA for 60 min) was made. Providing, no adverse effect 

occurred, and no pain was reported by the patient then these conditions were used for the 

subsequent study visits. If an adverse event occurred, or if the pain on the visual numerical 

score was >0 subsequent digital iontophoresis were made at lower current 104.4 mC (29 μA 

for 60 min). 
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Flowchart of the first study visit in patients with systemic sclerosis to determine the current to 

be used at the subsequent visits, for each patient (PVNS = Pain Visual Numeric Score, AE: 

Adverse effect). 

 

For study visits 2 to 4, the 4 patients were randomized to treprostinil or placebo with a 3:1 

ratio (patient P underwent only visit 1 due to an adverse effect under placebo iontophoresis 

and was not randomized). After a clinical examination and a 30-minutes acclimatization, 

iontophoresis was performed with treprostinil concentration at 0.1 mg/mL for visit 2; 0.3 

mg/mL for visit 3; and 1 mg/mL for visit 4, or placebo, in a blind manner according to the 

randomization. 

 

Safety assessment 

All adverse events were graded according to the NIH Common Terminology Criteria 

for Adverse Events (CTCAE) version 4.03(37). Pain was assessed using a visual numeric 

scale. An evaluation of any damage to the skin was made clinically and via photographs of the 

iontophoresis sites before and immediately after iontophoresis. Blood pressure was regularly 

recorded on the contralateral arm and used to verify the lack of systemic effect. 

 

Skin microvascular blood flux measurements  

Before recording, the site of interest was immobilized on a vacuum air cushion to 

avoid movement artifacts. Cutaneous blood flux was measured by laser speckle contrast 

  Figure 6 : Flowchart of the first study visit 
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imaging (LSCI; PeriCam PSI System, Perimed, Järfälla, Sweden). The LSCI wavelength was 

set at 785 nm, and the laser head was placed ≈20 cm above the skin (with a resolution of 

around 6.9 pixels/cm). The image size was approximately 12 × 12 cm, and the acquisition rate 

was 1 s-1. On the finger and sole of the foot, cutaneous blood flux was measured immediately 

after the end of iontophoresis, and at 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 min. On the leg, skin blood 

flux was measured immediately after the end of iontophoresis, and at 15, 30, 60, 120, 180, 

240 and 300 min for the leg site in healthy volunteers. 

 

Skin temperature measurements  

Measurement of the cutaneous temperature was performed, using an Infra-Red 

portable camera (FLIR® T450SC; Lyon, France). The camera was placed about 40cm above 

the area of interest. The resolution of the detector was 320 X 240 pixels, the thermic 

resolution was inferior to 40 mK at 30 °C; the spatial resolution was 1.39 mrad and the picture 

acquisition frequency was 60 Hz. 

 

Data Analysis 

Data were analyzed with the recommended signal processing software (PIMSoft 1.1.1; 

Perimed, Järfälla, Sweden). Skin blood flux was expressed as cutaneous vascular conductance 

(CVC), which is the flux in arbitrary perfusion units divided by the mean arterial pressure in 

mmHg. The percentage change from baseline flux (% BL) and the area under the curve for 4 

hours (AUC0–4 h, expressed as % BL·min) for the leg site, and the area under the curve for 3 

hours (AUC0–3 h, expressed as % BL·min) after the end of iontophoresis for both the finger 

and foot sites were then calculated. The Shapiro-Wilk test was used to assess whether the data 

were normally distributed. CVC AUC (% BL.min) were compared using paired sample t tests 

for normally-distributed data, or non-parametric tests if not (finger AUC). A two way 

ANOVA for repeated measures was also performed on the CVC expressed as a percentage of 

baseline to test the effect of treprostinil, the time effect, and their interaction. Skin absolute 

temperature variations were tested using a similar two way ANOVA for repeated measures. A 

p-value <0.05 was considered as statistically significant. Statistical analyses were performed 

using IBM SPSS Statistics version 21. 

                           



 

 

33 

 

 

RESULTS  

Single dose administration to healthy volunteers 

Study Population 

Between 23 June and 12 July 2017 thirteen healthy volunteers were selected and 

twelve (4 men and 8 women) were included in the study. Their mean age was 22.6 ± 0.8 

years, and mean BMI was 22.8 ± 4 kg/m². Mean systolic and diastolic arterial blood pressures 

were 118 ± 10 mmHg and 69 ± 7 mmHg, respectively. Mean heart rate was 68 ± 13 bpm. 

Five of the women were on hormonal contraception. 

For the leg, 10 out of 12 volunteers underwent the planned 20 min iontophoresis. In 

one patient, iontophoresis was stopped due to pain after 14 minutes and for another 

iontophoresis was stopped after 17 minutes due to a burning sensation (no burn was clinically 

observed).  

For the fingers, the first healthy volunteer underwent the originally planned 

iontophoresis of 240 μA for 120 minutes (1728 mC) without any gauze,  which caused an 

adverse event;  after which iontophoresis was reduced to 120 μA for 60 min, and gauze used, 

for the rest of the healthy volunteers.  One volunteer requested the finger iontophoresis to be 

stopped after 20 min. 

For the foot, the 5 first subjects underwent the planned 120 min of iontophoresis. For 

the sixth volunteer foot iontophoresis was stopped at 110 min at their request. Subsequently 

the duration of iontophoresis was reduced to 60 min for the remaining 7 volunteers.  

See Appendix_Table_1 for all iontophoresis duration. 

 

Skin and Systemic Safety of the Iontophoresis of Treprostinil 

Sixty localized adverse effects were reported by the 12 healthy volunteers (Table 1). 

Details of iontophoresis and all adverse effects are given in the Appendix_Table_1. Adverse 

effects were rated as 1/5 or 2/5 according to the NIH CTCAE classification. The majority (55) 

were expected dermatological effects related to treprostinil pharmacodynamics (erythema) or 

to the iontophoresis (skin pruritus): 40 localized erythemas immediately after iontophoresis, 

which occurred more frequently when treprostinil was applied (27 with treprostinil vs 11 with 

placebo and 2 with passive electrodes) (Table 1). 
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Table 1 : Summary of adverse effects according to the skin site, drug and electrode. 

 

Adverse effect Skin site Total n (%) Electrode / drug  n (% AE for applied 

electrodes at the site) 

   Passive Active with 

placebo 

Active with 

treprostinil  

Erythema Leg  21 (43.75) 0(0) 9(75) 12(100) 

Finger 9 (18.75) 0(0) 2(16.7) 7(58.3) 

Foot 10 (20.8) 2(8.3) 0(0) 8(66.7) 

Total  40 (27.8) 2(2.8) 11(30.6) 27(75) 

Skin pruritus  Leg  5 (10.4) 5 (20.8) 0 (0) 0 (0) 

Finger 7 (14.6) 6(25) 1 (8.3) 0 (0) 

Foot 3 (6.25) 3 (12.5) 0 (0) 0 (0) 

Total  15(10.4) 14 (19.4) 1 (2.8) 0 (0) 

Pain Leg  2 (4.2) 1 (4.2)  0 (0) 1 (8.3) 

Finger 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Foot 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Total  2 (1.4)  1 (1.4) 0 (0) 1 (2.8) 

Burn  Leg  1 (2.1) 0 (0) 1 (8.3) 0 (0) 

Finger 2* (1.4) 0 (0) 1* (8.3) 1* (8.3) 

Foot 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Total  3(2.1) 

 

0 (0) 2 (5.6) 1 (2.8) 

All  60(41.7) 17 (23.6) 14 (38.9) 29 (80.6) 

Adverse effects were rated 2/5 (*) according to the NIH CTCAE classification 

 

We observed burns on the fingers of the first healthy volunteer, who underwent 

iontophoresis for 120 min: 2 electrical burns of 3 mm diameter, located on the dorsal face of 

the treated fingers (where no hydrogel had been applied). Patient assessed pain using the VNS 

was 2/10 on the index and 3/10 on the middle finger. The patient recovered; with no 

consequences observed at an additional visit 2 months later. These burns suggested a Joule 

effect burn, and prompted the study steering committee to immediately decrease the duration 

(from 120 minutes to 60 minutes) and intensity (from 240 to 120 µA) of the iontophoresis on 

the fingers, and the addition of a gauze on the finger site below the electrode.  
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No systemic adverse effect was reported. No variation of the blood pressure was 

observed in any of the 12 subjects. (Appendix_Figure_1) 

 

Effect of Cathodal Iontophoresis of Treprostinil on Skin Blood Flux on the Leg, Sole of the 

Foot, and Finger Pad 

 

 

Figure 7 : Cutaneous vascular conductance 

Cutaneous vascular conductance below the skin of the leg, fingers and sole of the foot 

expressed in % of baseline according to the treatment, until five hours after iontophoresis, for 

the treatment on healthy volunteers. 

 

On the leg, treprostinil induced a significant increase in CVC compared to placebo 

(AUC0-4h at 88460 ±6436 versus 12730 ±3397 %BL.min respectively, P< 0.001) (Figure 7). 

We observed a treatment effect with higher conductance for treprostinil (P<0.001), a time 

effect (P<0.001) and a time–treatment interaction (P<0.001). Indeed, for the treprostinil, a 

peak flow was observed 1 hour after the end of iontophoresis and the cutaneous flux remained 

well above baseline flux 5 hours after the end of the iontophoresis. In contrast, the peak flow 

under placebo was observed a few minutes after the end of iontophoresis and the cutaneous 

flux returned to baseline levels within an hour after the end of iontophoresis (Figure 7). 

On the finger pad, we observed a non-significant trend towards higher flux with 

treprostinil, the AUC0-3h was 10773 ± 4888%BL.min for treprostinil versus 5402 ± 

4343%BL.min for placebo (P=0.093). We also observed a non-significant trend towards a 
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higher conductance with treprostinil (P=0.09), no time effect (P=0.57) and no time–treatment 

interaction (P=0.42). Peak perfusion was reached 15 minutes after the end of treprostinil 

iontophoresis. 

On the sole of the foot, treprostinil induced a significant increase in the cutaneous 

vascular conductance compared to placebo (AUC0-3h at 20124 ±6119 versus 3142 ±3036% 

BL.min respectively, P= 0.018). We observed a treatment effect with higher conductance for 

treprostinil (P=0.01), no time effect (P=0.54) and a time–treatment interaction (P=0.014). 

After the end of iontophoresis with treprostinil, a plateau phase was observed.  

Individual line charts comparing placebo and treprostinil are shown in Figure 8. 

 

 

 

Figure 8 : Individual line charts comparing placebo and treprostinil  

Individuals healthy volunteers AUC of Cutaneous vascular conductance on the leg, fingers 

and sole of the foot. 

 

 

 

Effect of Cathodal Iontophoresis of Treprostinil on the Temperature of the Leg, Sole of the 

Foot, and Finger Pad 

At leg sites, we observed a treatment effect with higher temperatures for treprostinil 

(P=0.002), no time effect (P=0.112) and a time–treatment interaction (P<0.001). On the 

fingers, we observed no treatment effect (P=0.56), a time effect (P=0.001) and no time –

treatment interaction (P=0.263). On the sole of the foot, we observed no treatment effect 
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(P=0.47), a time effect (P=0.001) and no time–treatment interaction (P=0.79) (Figure 

9).

 

Figure 9 : Evolution of the mean cutaneous temperature 

Evolution of the mean cutaneous temperatures on the leg, fingers and sole of the foot 

expressed in °C according to the treatment on healthy volunteers. 

 

Single ascending dose administration on patients with SSc-related digital ulcer 

Study Population 

Five women, mean age 56 ±14 years, were included. Three had limited cutaneous 

systemic sclerosis and two had a diffuse cutaneous systemic sclerosis pattern. Their mean 

Body Mass Index (kg/m²) was 22.6 ± 2.9, their mean Rodnan-modified skin score were 

13.2±9.7 and their Raynaud’s condition score were 3.3 ±2.6. Four patients completed the 

study (6 visits), and one patient attended visit 0 and 1 only because of an adverse effect. The 

iontophoresis and follow-up characteristics are given in Appendix_Table_2. 

After un-blinding: patient O had been treated with placebo and the other patients had 

received treprostinil. Current chosen at the first visit for the 4 patients who completed the 

study were 414 mC (115 μA for 60 min) for patient M, O and Q and 104,4 mC (29 μA for 60 

min) for patient N (Appendix_Table_2). 

 

Skin and Systemic Safety of the Iontophoresis of Treprostinil 
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Among the five patients enrolled, 7 localized adverse events were reported and 

resolved, with no severe adverse effect.  

The adverse effect (observed at the end of 1st iontophoresis) of subject P resulted in 

discontinuation of the patient’s participation after investigator/patient discussion and as a 

precaution due to the severity of the finger phenotype. This patient was replaced by patient Q 

as it was written on the protocol (as permitted by the protocol providing the patient had not 

received treprostinil hydrogel iontophoresis).  

Two adverse events were attributed to the device, but none to the gel of treprostinil itself as 

they occurred during occurred during the first visit V1 (placebo iontophoresis) and were 

attributed to the iontophoresis device. No adverse effects were linked to the treprostinil 

hydrogel itself. There was one occurrence of a tingling sensation with no pain (VNS: 0/10) 

without any skin damage; and one case of mild finger edema and increased peri-ulcer 

erythema with no pain (VNS: 0/10) (Table 2). No systemic adverse effect was reported. These 

adverse effects were rated 1/5 on the NIH CTCAE classification. Regarding the adverse event 

attributed to the device, for patient N the adverse effect result in the immediate stoppage of 

iontophoresis (after 8 minutes) with a switch to 104.4 mC (29 μA for 60 min) in the next 

iontophoresis session, that was well tolerated. We analyzed all patients. No significate 

variation in blood pressure was observed in any of the 5 subjects. (Appendix_Figure_2A) 
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Table 2 : Description of the adverse events reported for patients with SSc 

Subject-

Visit 

Electrode 

site 

Treatment Treated finger Reaction type Intensity NIH CTCAE grade Causality 

M NA NA right annular Painful middle right 

ulcer 

Moderate Pain of skin 2/5 : Moderate 

pain 

Not attributed to the 

procedure 

M NA NA right annular Neuralgia of the 

superior right molar 

Moderate Toothache 2/5 : Moderate 

pain 

Not attributed to the 

procedure 

N-V1 Active Placebo right middle 

finger 

Tinglings, no pain 

(VAS: 0/10), no 

skin damage.  

Mild Pruritus 1/5 : Mild or 

localized: topical 

intervention indicated 

Attributed to the 

iontophoresis device 

N NA NA right middle 

finger 

Headache after a 

plane flight 

Moderate Headache 2/5 : Moderate pain Not attributed to the 

procedure 

N NA NA right middle 

finger 

Allergic rhinitis Moderate Allergic rhinitis : 2/5 

Moderate symptoms; medical 

intervention indicated 

Not attributed to the 

procedure 

P-V1 Active Placebo right annular Mild finger edema 

and increased 

periulcer erythema 

No pain (VAS : 

0/10) 

Mild Localized edema 1/5 : 

Localized to dependent 

areas, no disability or 

functional impairment 

Attributed to the 

iontophoresis device 

Q NA NA left annular Left thumb 

infection, painful 

Moderate Skin infection 2/5 : Oral 

intervention indicated 

(e.g.,antibiotic, antifungal, 

antiviral) 

Not attributed to the 

procedure 



 

 

40 

 

Effect of cathodal iontophoresis of Treprostinil on skin blood flux and temperature of the ulcer 

 

Due to a technical issue, skin blood flow for patient O (visits 3 and 4) and for patient N 

(visit 1), could not be recorded. Only descriptive data are provided considering the low number 

of subjects; however, there was no clear-cut increase in skin blood flux and no variation in 

temperature. Individual values are given in supplementary online material: Appendix_Figure_2B 

and Appendix_Figure_2C. 

DISCUSSION 

We first showed that treprostinil hydrogel iontophoresis was feasible on the intact skin of 

healthy legs, fingers and soles of the feet in healthy volunteers. Mild or moderate adverse effects 

were observed, without severe or systemic effects. Secondly, single dose treprostinil hydrogel 

iontophoresis was feasible on digital ulcers in patients with SSc, and safe up to a concentration 

of 1 mg/mL. Mild adverse effects occurred, related to the iontophoresis process.  

During iontophoresis, ionized drug penetration and permeation are proportional to the 

drug’s concentration, to the current intensity, and inversely proportional to the thickness of the 

stratum corneum(17,38). As we had previously demonstrated in rodents, the electrical charge 

carried, i.e. intensity x duration, was correlated with the pharmacodynamic effect of liquid 

treprostinil iontophoresis, with a plateau for high concentrations(24). In the present study, the 

skin surface covered by the hydrogel conducted the electrical current. The volume of the 

hydrogel was constant (1mL), and the surface of electrical conduction was equal to the surface 

covered by the hydrogel soaking the gauze, slightly variable between subjects. As a 

consequence, the volume of the hydrogel was constant (1mL), and the surface of electrical 

conduction was equal to the surface covered by the hydrogel soaking the gauze, but slightly 

variable between subjects. The electrode used on the fingers was flexible and for this reason we 

did not initially use gauze, considering that all electrical charge would be driven through the 

hydrogel. However, following the occurrence of 2 electrical burns on the dorsum of the fingers 

in areas not covered by the hydrogel, we concluded that our procedure can induced electrical 

short circuits, and we therefore modified the protocol, systematically introducing gauze on the 

finger and forcing the current to be directed through the hydrogel, resulting in no more burns. In 

addition, the steering committee decided to halve the duration and intensity of iontophoresis in 

order to reduce the charge density by 4. 

Our choice of treprostinil concentrations and vehicle was based on a previous study in 

healthy volunteers in which we had shown a concentration dependent effect up to treprostinil 
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concentrations of 1 mg/mL on the forearm without any safety issues related to treprostinil skin 

permeation(23). In addition, the liquid formulation of 1 mg/mL treprostinil was safe on healthy 

volunteers and SSc patients without ulcerations(26,29,30). Therefore, as no systemic adverse 

effect related to treprostinil was expected we ran the hydrogel treprostinil iontophoresis on the 

leg, finger and foot in a single day for each healthy volunteer.  

The stratum corneum of the skin acts as the main barrier protecting the human body 

against toxic agents and microorganisms, and therefore is also a barrier to iontophoretic drug 

delivery(39). The stratum corneum thickness differs depending on the body sites(40), being finer 

on the leg, and explaining the large vasodilation observed despite lower current. Penetration and 

permeation are facilitated by skin injury, as in atopic dermatitis(41). When the stratum corneum 

is bypassed iontophoretic drug permeation is enhanced(42), and in addition, the loss of  the 

epidermal layer that occurs in ulcerated skin will also facilitate drug permeation. This is why in 

patients we conducted treprostinil dose escalation with 3 concentrations (0.1; 0.3; 1 mg/mL) at 

lower current, demonstrating that treprostinil hydrogel iontophoresis was safe up to 1 mg/mL.  

In addition, ulcerated skin is more sensitive to nociception, a second reason why we chose to 

reduce the current density in patient with digital ulcers. Indeed, one patient felt a tingling 

sensation during the initial low 58 μA current, showing that as expected, skin tolerability to an 

electrical current is lower in some patients with digital ulceration. In addition, another patient 

with severe sclerodactyly, who had already lost several phalange, experienced finger edema 

following the placebo procedure, probably related to an axon reflex. This stresses the need for 

scale up of iontophoresis current for each individual. Furthermore, there is no linear 

proportionality between the drug dose delivered and charge carried especially at low current(43).  

 As a consequence of the lower currents, individual skin blood flux and temperature 

measurements failed to show the expected increase in blood flux anticipated from our previous 

results. One possibility would be to increase treprostinil concentration, but increasing the 

treprostinil concentration (>1mg/mL) in the gel formulation is not technically possible. However, 

we suppose that repeated iontophoresis over time is likely to overcome the lower permeation 

observed for a single dose. In addition, we suppose a poor clearance of the product in patients 

with SSc.  

Treprostinil is currently marketed as a subcutaneous treatment of pulmonary arterial 

hypertension. In patients with this condition systemic adverse effects are frequently observed, 

such as headache or diarrhoea(44), and severe injection site reactions are often reported resulting 

in 8% to 41.7% drug discontinuation in previous studies(45,46). Such systemic adverse effects 
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did not occur in our study, and apart from the local erythema, localized adverse effects were 

related to the iontophoresis procedure but not to treprostinil itself.  Localized erythema were far 

more frequent with treprostinil, and although we reported this as an adverse effect, it was an 

expected pharmacodynamic effect related to its potent vasodilator properties. Indeed, increased 

skin blood flux were observed in the leg and foot of healthy volunteers, as seen in our previous 

studies with the liquid formulation of treprostinil(26,27,30). In the fingers only a trend was 

observed, probably related to the small size of the study with only 10 volunteers. 

The study had some limitation. As expected, patient recruitment was difficult. 

Recognizing that the pathology is rare and that its clinical presentation in some patients is severe, 

we had only planned to enroll a small number of patients. 

 

CONCLUSION 

Iontophoresis of treprostinil hydrogel was safe in SSc patients with digital ulcers, with no 

systemic adverse effect and only minor local adverse effects related to the iontophoresis 

procedure. Treprostinil hydrogel at 1 mg/mL will therefore be used in the next study, i.e. daily 

repeated iontophoresis in SSc-related ulcers with an individual scale up of iontophoresis current.  
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DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALE 

 

Cette thèse présente les résultats d’une étude clinique visant à étudier la sécurité de 

l’iontophorèse d’hydrogel de treprostinil sur les ulcères digitaux des patients atteints de 

sclérodermie systémique. Cette étude s’intègre dans la continuité des différents travaux de 

l’équipe du Pr Cracowski et du Dr Matthieu Roustit, pré-cliniques et cliniques.  

L’étape 1 sur les volontaires sains était nécessaire malgré les études précédentes de 

l’équipe sur l’iontophorèse de solution liquide de treprostinil afin de démontrer l’innocuité de la 

nouvelle formulation en hydrogel. La mise au point de cet hydrogel a nécessité une collaboration 

très active avec le service de pharmacotechnie. Le treprostinil devait être mélangé à un hydrogel 

dont le cahier des charges était : -hydrogel, -d’application cutanée, -stérile, -format compatible 

avec la préparation aseptique par transfert. L’hydrogel sélectionné a été le SUPRASORB G qui 

est un gel amorphe composé de polymère de carboxyméthylcellulose, de polymère glycol et 

d’eau. Il se présente en seringue stérilisé à l’oxyde d’éthylène. Il a un marquage CE de DMS de 

classe IIb avec comme indication le traitement des plaies profondes. Le gel réhydrate les tissus  

favorisant l’action de détersion physiologique. Il est stable 3 ans après stérilisation dans les 

conditions de stockage normales (T°<25°C, à l’abri de l’humidité). La préparation des seringues 

d’hydrogel de tréprostinil a été faite dans le laboratoire de pharmacotechnie du CHUGA 

conformément aux bonnes pratiques de préparation. La stérilité était maintenue par transfert 

aseptique. Le gel final a été contrôlé sur plusieurs points : son aspect (limpide, incolore, exempte 

de particules), l’identification par chromatographie, le dosage du treprostinil par HPLC, la 

stérilité. Le treprostinil est un produit onéreux, un flacon ouvert a une durée de conservation de 

30 jours c’est pourquoi plusieurs études de stabilité ont été effectuées : les seringues de produit 

final sont stables 49 jours entre +2 et +8°C lorsqu’elles ont été préparées à partir d’un flacon déjà 

ouvert depuis 29 jours, ce qui a permis de maximiser la durée d’utilisation des préparations. 

Les volontaires sains de l’étape 1 ont ainsi bénéficié d’un traitement sur 3 zones d’intérêt, 

la pulpe digitale, la plante du pied et la face supra malléolaire interne de la jambe pour servir de 

base pour les études ultérieures sur des sites de plaie chronique observés respectivement sur les 

doigts dans la sclérodermie systémique, dans le pied diabétique et les ulcères jambiers du 

diabète.  

Les essais cliniques de phase I sont indispensables au développement des traitements, ils 

permettent d’éviter l’exposition des patients à des molécules inadaptées qui auraient passé la 

barrière des essais pré cliniques. C’est la raison pour laquelle il est nécessaire et obligatoire de 

déclarer tous les effets et évènements indésirables. Dans notre essai, une grande majorité des 
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effets indésirables déclarés étaient des effets attendus dus à la procédure d’iontophorèse elle-

même ou au treprostinil (prurit et érythèmes). Ils étaient non graves et résolutifs malgré leur 

nombre qui peut paraître important. 

Notre objectif secondaire est négatif, nous n’avons pas démontré d’effet 

pharmacodynamique chez les patients atteints de sclérodermie systémique, c’est-à-dire 

d’augmentation significative du flux sanguin cutané, alors même que l’augmentation de flux était 

nette sur la jambe et le pied, avec une tendance sur les doigts des volontaires sains. Ceci était 

attendu compte tenu de la réduction de la durée et surtout de l’intensité de l’iontophorèse, 

rendant probable une réduction importante du flux iontophorétique. De plus, l’augmentation de 

flux après l’administration d’une dose unique n’est qu’un indicateur mais pas un réel 

biomarqueur d’efficacité de l’action pharmacodynamique du tréprostinil. L’action vasodilatatrice 

majeure du treprostinil observée chez les volontaires sains n’est pas le seul bénéfice de ce 

traitement permettant la cicatrisation des ulcères. Le treprostinil a une action antifibrosante et 

anti agrégante plaquettaire qui peuvent avoir leur propre rôle. L’action antifibrosante serait due 

au blocage de l’induction du CTGF pro fibrotique et de l’augmentation de la synthèse de 

collagène des fibroblastes exposés au TGFB, par l’action de l’AMPc induite par la 

prostacycline(47). Cet aspect des rôles annexes du treprostinil reste à explorer par l’équipe 

clinique. L’équipe pré clinique du laboratoire, retrouve bien l’action anti plaquettaire chez le 

modèle murin de sclérodermie systémique. D’autre part, la répétition des iontophorèses est 

prévue dans le cadre du traitement des ulcères et on peut envisager un effet vasodilatateur 

modéré en cas d’administration de doses cumulées. 

De cette étude vont découler deux prochaines études cliniques. La première sera une 

étude thérapeutique d’efficacité chez le patient sclérodermique avec ulcère ischémique, 

multicentrique, de phase II, contrôlée, randomisée en ouvert avec évaluation du critère de 

jugement par un centre indépendant. L’efficacité du traitement sera jugée sur un critère clinique 

intermédiaire, le pourcentage de réduction de la zone ulcérée. Les patients seront traités par 

iontophorèse cathodale de tréprostinil à 1mg/mL de manière journalière pendant 30 minutes 

durant 3 semaines. La quantité de courant administrée sera adaptée à chaque patient selon sa 

tolérance.  

Les ulcères d’origine microvasculaire sont digitaux pour la plupart lorsque les patients sont 

atteints de sclérodermie systémique mais atteignent principalement les pieds lorsque les patients 

sont diabétiques. La seconde étude sera donc une étude de phase I/II chez le patient diabétique de 

type 2 sur les ulcères de pied. Pour cette étude, il a été décidé de changer le matériel 
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d’iontophorèse et d’utiliser la console et les électrodes Woundel®. Nous espérons avoir moins 

d’effet indésirable à type de prurit. Ce nouveau dispositif médical avec marquage CE a été choisi 

car il est transportable et plus facilement envisageable pour les traitements à domicile entre autre. 

Cependant il n’est pas possible de l’utiliser pour les patients atteints de sclérodermie systémique 

car les électrodes pansements ne sont pas assez conformables pour être apposées sur les doigts. 

Cette étude suivra un plan plus traditionnel d’étude de phase I/II c’est-à-dire une « accelerated 

titration dose » puis une phase 3+3 pour la première étape chez les patients diabétiques. Elle sera 

suivie d’une seconde étape sur 3 groupes parallèles  à la dose déterminée à l’étape 1: traitement 

standard, iontophorèse de placebo, iontophorèse de treprostinil.  

 En ce qui concerne les difficultés de recrutement rencontrées, nous avons reçu le soutien 

de l’association de patients « association des sclérodermiques de France » et avons bénéficié 

d’un lien fort avec les médecins du service de médecine vasculaire. Nous voulons pour la 

prochaine étude essayer de nous associer plus fortement avec le pharmacien clinicien du service 

concerné. La collaboration inter professionnelle et inter service a été indispensable et doit 

continuer à perdurer pour les études futures.  
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ANNEXES 

 

 

 

 
 

 

Appendix_Figure_1. Evolution of systolic and diastolic blood pressure (in mmHg) for the 

healthy volunteers during the study visit 
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Appendix_Figure_2. A: Mean arterial pressure (mmHg) following iontophoresis (min) at each 

study visit for stage 2 patients. B: Evolution of the cutaneous vascular conductance at each visit 

for stage 2 patients C: Evolution of the cutaneous temperature (°C) at each study visit for stage 2 

patients. (BL: baseline)
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Appendix_Table_1: Summary of iontophoresis and adverse effects on healthy volunteers. 

 

Subject  Leg 

intensity 

μA 

Leg  

duration 

min 

Finger 

intensity 

μA 

Finger 

duration 

min 

Foot 

intensity 

μA 

Foot 

duration 

min 

Site Electrode 

site  

Treatment Reaction 

type 

Intensity NIH 

CTCAE 

grade 

A 240 20 240 120 240 120 Finger  Active Placebo  Burn  Moderate 2/5 

             Finger  Active Treprostinil  Burn  Moderate 3/5 

              Leg Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

B 240 20 120 20 240 110 Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

             Leg Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

C 240 20 240 60 240 120 Leg Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

D 240 20 120 60 240 120 Finger  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

             Leg Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

E 240 20 120 60 240 120 Finger  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

             Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

F 240 20 120 60 240 60 Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

             Finger  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 
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              Leg Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

G 240 20 120 60 240 60 Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

             Finger  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Finger  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Leg Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Leg  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

H 240 17 120 60 240 60 Leg Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

             Leg Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg Active Treprostinil  Pain Mild 1/5 

              Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Passive  Not 

applicable 

Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Passive  Not 

applicable 

Erythema  Mild 1/5 

I 240 14 120 60 240 60 Finger  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

             Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 
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              Leg Passive  Not 

applicable 

Pain Mild 1/5 

              Leg  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

J 240 20 120 60 240 60 Finger  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

             Finger  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Finger  Active Placebo Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Finger  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Leg Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Leg Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Leg  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Foot  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Passive  Not 

applicable 

Skin 

pruritus  

Mild 1/5 

K 240 20 120 60 240 60 Leg Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

             Leg  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 

              Foot  Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

L 240 20 120 60 240 60 Leg  Active Placebo Burn  Mild 1/5 

             Leg Active Treprostinil  Erythema  Mild 1/5 

              Leg  Active Placebo Erythema  Mild 1/5 
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Appendix_Table_2 : Iontophoresis and follow-up characteristics of step 2 patients 

* The duration of follow-up was shortened at the patient’s request.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patient Visit Treated 

finger  

Current 

charge 

mC 

Current 

intensity 

μA 

Iontophoresis  

duration 

(min) 

Concentration 

of treprostinil 

or placebo 

mg.mL-1 

Adverse 

effect or 

PVNS>0 

Duration 

of 

follow 

up (min) 

M V1 right 

annular 

208.8 58 60 0 no  

V1 414 115 60 0 no 180 

V2 414 115 60 0.1 no 180 

V3 414 115 60 0.3 no 180 

V4 414 115 60 1 no 180 

N V1 right 

middle 

finger 

208.8 58 8 0 Yes  

V1 104.4 29 60 0 no 180 

V2 104.4 29 60 0.1 no 180 

V3 104.4 29 60 0.3 no 180 

V4 104.4 29 60 1 no 180 

O V1 right 

middle 

finger 

208.8 58 60 0 no  

V1 414 115 60 0 no 60* 

V2 414 115 60 0.1 no 180 

V3 414 115 60 0.3 no 120* 

V4 414 115 60 1 no 180 

P V1 right 

annular 

208.8 58 54* 0 Yes 90* 

Q V1 left 

annular 

208.8 58 60 0 no  

V1 414 115 60 0 no 180 

V2 414 115 60 0.1 no 180 

V3 414 115 60 0.3 no 180 

V4 414 115 60 1 no 180 
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Alicia GUIGUI 

 

 

NOUVELLE APPROCHE THERAPEUTIQUE POUR LA CICATRISATION DES 

ULCERES CUTANES D'ORIGINE MICROVASCULAIRE : ETUDE DE PHASE I/II 

 

 

 

 

RÉSUMÉ   

 

La sclérodermie systémique (SSc), maladie rare, associe fibrose cutanée et atteinte 

microvasculaire. Les ulcères digitaux en sont une complication fréquente. Récidivants, 

douloureux et handicapants ils peuvent conduire à l’amputation. Le traitement curatif de 

première ligne est l’iloprost intraveineux (IV). L’administration de cet analogue de la 

prostacycline (PGI2) est contraignante, nécessite une hospitalisation et présente des effets 

indésirables systémiques dose-limitants. La diffusion de l’iloprost IV est diminuée chez les 

patients atteints de SSc du fait de la raréfaction capillaire et de la dysfonction microvasculaire. 

Nous avons proposé une administration par voie locale d’un analogue de la PGI2, le 

treprostinil, grâce à l’iontophorèse. Cette étude de phase I/II nous a permis d’explorer la 

sécurité d’utilisation d’un hydrogel de treprostinil par iontophorèse cathodale en dose unique 

sur peau saine (pied, jambe, doigts) de volontaires sains et en dose unique croissante sur les 

ulcères digitaux de patients atteints de SSc. L’augmentation du flux sanguin cutané a été 

recherchée par imagerie de contraste Speckle. Deux brûlures sur les doigts du premier 

volontaire inclus a conduit à la diminution de la quantité de courant. Les effets indésirables 

déclarés par la suite étaient locaux, non graves, non systémiques et résolutifs. L’effet 

pharmacodynamique du treprostinil a été retrouvé au niveau des pieds et jambes des 

volontaires sains mais pas sur les doigts. La sécurité d’utilisation de la dose unique croissante 

démontrée dans cette étude nous permet de passer à l’étape suivante d’administrations 

répétées sur plusieurs semaines sur les ulcères digitaux des patients.  

 

 

 

 

 

MOTS CLÉS : Sclérodermie systémique, dysfonction microvasculaire, prostacycline, 

treprostinil, iontophorèse  
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