
Introduction

L'émergence d'un nouveau variant de la
maladie de Creutzfeldt-Jakob (nMJC) dû à
l'agent de l'Encéphalopathie Spongiforme
Bovine (ESB) a donné un nouvel essor aux
recherches sur la thérapeutique des maladies
à prions. En revanche, le traitement médical
des animaux domestiques n'est pas envisa-
geable pour des raisons de santé publique,
l'éradication de la maladie étant le seul objec-
tif sanitaire à atteindre.

Dans ce contexte, les essais thérapeutiques
menés par notre groupe sur la tremblante
naturelle ne se justifient que par les apports
de la thérapeutique comparée, la tremblante
du mouton étant utilisée comme un modèle
de maladie naturelle à prions. Ce modèle a été
utilisé pour tester des hypothèses thérapeu-
tiques et pour comprendre l'origine des
échecs thérapeutiques observés avec la qui-
nacrine à la fois chez l'homme et chez l'ani-
mal (Rapport AFSSAPS 2002, Furukawa et al
2002, Collins et al 2002, Folette 2003) et pour
laquelle nous allons apporter des éléments
d'explication quant à son inefficacité théra-
peutique.

1 / Quelles sont les molécules
utilisées pour traiter les
maladies à prions ?

La maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ)
concerne un nombre très limité de patients
(125 cas de MCJ en France en 2002). Elle 
est donc considérée comme une maladie
orpheline. Il en résulte que la découverte et le
développement de molécules anti-prions sus-
ceptibles d'être utilisées pour traiter la MCJ
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Résumé

En raison des incertitudes épidémiologiques relatives aux maladies à prions, il est

urgent de découvrir et de développer des thérapeutiques anti-prions chez l'homme.

L'efficacité des molécules candidates est essentiellement testée in vitro sur des

cellules de neuroblastome. Pour plusieurs molécules, dont la quinacrine, il a été

observé une discordance entre l'effet anti-prion in vitro et l’absence d’efficacité

clinique dans le traitement de la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Pour documenter

l’hypothèse selon laquelle l’absence d’efficacité de la quinacrine était d’ordre

pharmacocinétique (et donc prévisible), la disposition de la quinacrine (dispari-

tion de la quinacrine du compartiment sanguin, qui résulte par exemple de pro-

cessus de distribution et d'élimination du principe actif) a été étudiée à la fois in

vivo et in vitro afin de déterminer les doses qu’il conviendrait d’administrer in vivo

pour obtenir des concentrations efficaces dans la biophase. Le modèle de brebis

naturellement atteintes de tremblante a été utilisé. Dans un premier temps, un

essai thérapeutique contrôlé sur des brebis en phase clinique de tremblante a per-

mis de confirmer ce qui était connu chez l’homme, c’est-à-dire l’absence d'efficaci-

té clinique de la quinacrine. Sur le modèle in vitro reproduisant les conditions

princeps de culture pour lesquelles 50 % de l'effet anti-prion avait été observé,

avec une concentration nominale de quinacrine de 300 nM (nanomoles par litre),

nous avons redéterminé les EC50 (concentration qui permet d'inhiber à 50 % la for-

mation de PrP pathogène) pour les biophases potentielles de l’action anti-prion en

mesurant sélectivement, par HPLC (chromatographie liquide haute performance),

les véritables concentrations extracellulaire (120 nM) et intracellulaire (6700

nM) de quinacrine dans les neuroblastomes en culture. Les concentrations de qui-

nacrine dans le Liquide Cérébro-Spinal (LCS) et le tissu nerveux cérébral, repré-

sentatifs in vivo respectivement des biophases extracellulaire et intracellulaire,

ont été mesurées chez la brebis après une administration de quinacrine. Les

concentrations de quinacrine dans le liquide cérébro-spinal (< 2,1 nM et 55 nM,

obtenues respectivement pour des doses thérapeutique et toxique) sont restées

très inférieures aux concentrations nécessaires pour obtenir in vitro un effet anti-

prion (120 nM). Les concentrations totales de quinacrine dans le tissu nerveux

(1040 nM) après une dose thérapeutique sont restées inférieures aux concentra-

tions de quinacrine actives in vitro (6700 nM) et, seule une dose toxique de quina-

crine a permis d'atteindre des concentrations intracellulaires actives (53800 nM).

En définitive, quelle que soit la biophase intra- ou extracellulaire, les schémas

posologiques non toxiques sont incapables de maintenir des concentrations anti-

prion efficaces de quinacrine. A l'avenir, pour éviter des études in vivo dont on

peut prévoir d'emblée qu'elles sont vouées à l'échec, notamment chez l'homme, il

est recommandé de mesurer les EC50 anti-prions dans les biophases in vitro, pour

évaluer si les effets anti-prion observés in vitro sont extrapolables in vivo. 

Absence 

d’efficacité de la

quinacrine dans

le traitement 

des maladies à

prions : possible

explication à

caractère 

pharmacologique



102 / N. PICARD-HAGEN et al

INRA Productions Animales, Décembre 2004

ne peut pas suivre les voies classiques d’un
développement pharmaceutique car cela
implique des délais et des coûts incompa-
tibles avec l'incidence de la maladie. A titre
indicatif, le coût moyen d'un essai clinique
pour une nouvelle molécule est estimé actuel-
lement à environ 500 millions d'euros (Frantz
2003). Cela explique que les thérapeutiques
anti-prions actuellement testées chez l'hom-
me font largement appel à des molécules déjà
connues, notamment pour leur sécurité d’em-
ploi : antibiotiques (tétracyclines), antifon-
giques (amphotéricine B), antipaludiques

(quinacrine), neuroleptiques (chlorpromazi-
ne),…

Ces molécules ont été sélectionnées pour
leur capacité à interférer in vitro avec une
étape du cycle de formation ou de dégrada-
tion de la protéine prion pathologique ou
encore à empêcher, in vivo, le processus de
neuro-invasion. Le tableau 1 recense les prin-
cipales molécules faisant l'objet d'investiga-
tion pour leur potentiel thérapeutique 
avec leur mécanisme d'action présumé
(Supattapone et al 2002, Koster et al 2003).

Molécule                                   Efficacité anti-prion                                    Références

Rouge Congo ou analogues
synthétiques

Polyanions sulfatés
Dextran sulfate polyanionique,
Pentosan sodium polysulfate

Antibiotiques polyènes
Amphotéricine B                         

Tétracyclines

Dérivé de l'anthracycline (iodo-
doxorubicin (IDX))
Filipin

Polyamines branchées

Tétrapyrroles
Phthalocyanine sulfates (PcTS),
porphyrines

Dérivés de l’acridine
quinacrine

Dérivés de la phénothiazine
chlorpromazine

Inhibiteurs basés sur la structure
de la PrP recombinante : Cp-60

Anticorps anti-PrP recombinant
Fab D18 (reconnaît l'épitope
132-156)

Peptide PrP synthétique
Fragment P109-141

Peptides "destructeurs" des
feuillets β

Récepteurs des lympho-
toxines – β

Inhibiteurs des compléments
C1q ou C3

Augmentation de la période d’incubation
Inhibition de la replication de PrPSc in vitro

Inhibition de la replication de PrPSc in vitro
(sc+-MNBs)
Augmentation de la période d’incubation
(souris)

Augmentation de la durée de survie (ham-
ster) et diminution de l'accumulation de
PrPres in vitro (ScN2a et GT1-7) et in vivo
Prévention de l’agrégation et de la résistan-
ce à la protéase de peptides PrP in vitro
Augmentation de la durée de survie si ino-
culat incubé avec IDX (hamster)
Inhibition de la formation de PrPSc (ScN2a)

Augmentation de l’élimination de la PrPSc

(ScN2a)

Inhibition de la formation de PrPres (mod. ScNB)
Augmentation de la durée de survie

Inhibition de la formation de PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de PrPSc (ScN2a)
Prolongation de la période d'incubation
(souris)

Inhibition de la formation de PrP pathogène
in vitro

Inhibition de la formation de PrP pathogène
in vitro

Inhibition des cellules folliculaires dendri-
tiques de la rate et retard de la neuroinva-
sion (souris)

Inhibition de l'accumulation de PrPSc dans
les cellules folliculaires dendritiques des
organes lymphoïdes
Augmentation de la durée de survie (souris)

Caughey et Race 1992
Rudyk et al 2000

Caughey et Raymond
1993
Diringer et Ehlers 1991
Farquhar et al 1999

Pocchiari et al 1989,
Mange et al 2000

Tagliavini et al 2000

Tagliavini et al 1997

Marella et al 2002

Supattapone et al
1999, 2001

Priola et al 1999
Priola et al 2000
Caughey et al 1998

Doh-Ura et al 2000

Korth et al 2001

Perrier et al 2000

Peretz et al 2001
White et al 2003

Chabry et al 1998

Soto et al 2000

Montrasio et al 2000

Mabbott et al 2001

Tableau 1. Classes de molécules présentant une activité anti-prion in vitro et/ou in vivo.



Absence d’efficacité de la quinacrine dans le traitement des maladies à prions   /   103

INRA Productions Animales, Décembre 2004

2 / Les essais menés sur des
modèles in vivo

La mise en évidence d'un effet anti-prion
fait appel schématiquement à deux types
d'approches : des approches in vitro (qui
sont envisagées dans le chapitre suivant) et
des approches in vivo visant à démontrer les
propriétés préventives ou curatives de la
molécule. Pour la mise en évidence d'effet
préventif, on a recours à des modèles d'ani-
maux infectés expérimentalement ; le traite-
ment est initié avant l'apparition des signes
cliniques, et le critère de jugement retenu est
la durée d'incubation de la maladie. Par
exemple, un traitement préventif avec un ana-
logue de l'amphotéricine B a permis de retar-
der l'apparition des signes cliniques et
l'accumulation de PrPSc dans le système ner-
veux central, sur un modèle de hamsters
expérimentalement infectés (Adjou et al
2000).

Pour les essais à visée curative, il est illu-
soire d’espérer obtenir une guérison totale
car les lésions neuronales observées, même
en début de phase clinique, sont irréversibles.
Le traitement est ici essentiellement palliatif,
il vise à retarder l’évolution de la maladie, à
augmenter la durée de survie et à améliorer la
qualité de la vie des patients (Aguzzi et al
2001).

C'est dans cette optique que la quinacrine a
été proposée dans le traitement compassion-
nel de la MCJ (se dit du traitement d'une
maladie dont l'issue est toujours fatale). En
raison de son utilisation en médecine humai-
ne depuis de nombreuses années et de son
caractère lipophile, la quinacrine constituait
un candidat potentiel pour le traitement des
maladies à prions. Chez l'homme, la quinacri-
ne a été directement utilisée chez des patients
atteints de la MCJ sans aucune évaluation
préclinique de son efficacité in vivo. A partir
d'une revue de la littérature, il avait été anti-
cipé que les concentrations actives in vitro
pouvaient être atteintes dans la biophase in
vivo. Les patients ont été traités avec la dose
généralement recommandée chez l'homme
pour des traitements antipaludéens (approxi-
mativement, 300 mg par jour par voie orale,
Shannon et al 1944, Goodman et Gilman
1960). Jusqu'à présent, tous les patients
atteints de MJC, traités avec la quinacrine,
sont décédés, sans modification de la pro-
gression de la maladie (Rapport AFSSAPS
2002, Furukawa et al 2002, Folette 2003).

Compte tenu du caractère observationnel
de ces résultats cliniques (avec notamment
une absence de lot témoin), il était important
de les confirmer (ou de les infirmer) dans le
cadre d’un essai expérimental comparatif.
C’est avec cet objectif que nous avons testé la
quinacrine sur des animaux atteints de trem-
blante naturelle. 

Des brebis de race Manech Tête Rousse,
cliniquement atteintes de tremblante (n = 23),
ont été incluses dans un essai clinique. Elles
ont été réparties de façon aléatoire en deux
lots, un lot traité et un lot témoin non traité.

Les brebis du lot traité ont reçu par voie intra-
musculaire une administration quotidienne
de quinacrine à la dose de 150 mg in toto et de
chlorpromazine à la dose de 100 mg in toto.
La chlorpromazine a été associée à la quina-
crine, comme cela a été recommandé chez
l'homme (Korth et al 2001). La voie orale n’a
pas été utilisée en raison de la particularité
digestive des ruminants. La durée du traite-
ment a été soit de 7 jours (6 brebis), soit d’une
durée nominale de 30 jours (5 brebis). La
durée de survie des brebis traitées pendant 
7 jours (médiane = 45 j ; étendue de 9 à 90 j ;
n = 6) ou traitées pendant une durée nomina-
le de 30 jours (médiane = 22 j ; étendue de 6 à
91 j ; n = 5) n'a pas été supérieure à celle des
12 brebis non traitées (médiane = 36 j ; éten-
due de 13 à 72 j). La conclusion est que la 
quinacrine en association avec la chlorpro-
mazine, avec un schéma posologique ana-
logue à celui qui a été utilisé chez l’homme,
n'a pas eu d'influence sur le décours temporel
de la maladie naturelle chez le mouton.

Ces résultats expérimentaux confirment
donc ce qui a été observé aussi bien chez
l'homme qu’avec un modèle de souris expéri-
mentalement infectées par le prion et traitées
avec 10 mg.kg-1.jour-1 de quinacrine par voie
orale (Collins et al 2002).

Compte tenu de ces échecs, il était impor-
tant de comprendre pourquoi des molécules
apparemment actives in vitro ont été ineffi-
caces cliniquement, afin de ne pas donner de
faux espoirs aux malades atteints de la MCJ.
L'objectif de nos investigations a été d'explo-
rer les origines possibles du découplage entre
une action anti-prion de la quinacrine démon-
trée in vitro et une absence d'efficacité cli-
nique. Notre hypothèse a été que les
concentrations inhibitrices (l'EC50 est la
concentration qui permet d'inhiber à 50 % la
formation de PrP pathogène) rapportées dans
la littérature (et que l’on a tenté de reprodui-
re in vivo lors des essais cliniques) n’ont pas
été évaluées de façon optimale et que les
concentrations en quinacrine requises in vivo
dans la biophase pour obtenir un effet cli-
nique sont impossibles à atteindre avec le
schéma posologique retenu pour cette molé-
cule.

3 / Les modèles in vitro : de
la mise en évidence d'une
action anti-prions à la
détermination d'une
concentration efficace
pour le thérapeute

Les modèles in vitro, par exemple les cel-
lules de neuroblastomes (Beranger et al
2001), sont largement utilisés pour cribler
l'action inhibitrice de la molécule sur la for-
mation de la protéine prion pathogène
(PrPSc). Ils permettent également d'approfon-
dir le mécanisme d'action de la molécule et
de caractériser les mécanismes moléculaires
impliqués dans la réplication de la PrPSc

(Caughey et Baron 2002).
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Actuellement, de nombreux travaux indi-
quent que c'est l'interaction entre la PrPSc 

néoformée et la PrPC qui permet la transcon-
formation de la protéine cellulaire en protéi-
ne pathogène. Cette étape constitue un
événement central dans la physiopa-
thologie des Encéphalopathies Spongiformes
Transmissibles (EST) et oriente vers la sélec-
tion de substances capables d'inhiber ce pro-
cessus de conversion, en modifiant
l'interaction entre la PrPSc et la PrPC ou enco-
re en déstabilisant la structure de la PrPSc.

La connaissance de ce mécanisme d'action
a permis de cribler des molécules dont les
caractéristiques physico-chimiques étaient
compatibles avec de possibles propriétés
anti-prions. Ainsi, Perrier et al (2000) ont
sélectionné in silico (sur ordinateur) à partir
d’une banque de molécules présentant une
structure susceptible de bloquer un site de la
PrPC impliqué dans sa transconformation en
PrPSc, 63 substances dont l'efficacité anti-
prion a ensuite été testée sur des cellules en
culture.

Par ailleurs, Doh-Ura et al (2000) et Korth et
al (2001) ont ouvert des perspectives de trai-
tement des maladies à prions en démontrant
que la quinacrine (un antipaludéen) et la
chlorpromazine (un neuroleptique) étaient
capables d’inhiber la conversion de PrPC en
PrPSc dans des cellules en culture de neuro-
blastomes de souris chroniquement infectées
par la PrPSc avec, pour les deux molécules,
respectivement des « EC50 » de 300 nM 
(142 ng/mL) et de 3000 nM (1066 ng/mL). En
outre, avec des concentrations de quinacrine
supérieures à 400 nM, une cure totale des cel-
lules est observée, trois semaines après l'arrêt
du traitement.

Lorsque l'action inhibitrice d'une molécule
sur la formation de PrPSc est avérée, il
convient d'en établir la relation dose-effet
afin d'évaluer les deux paramètres pharmaco-
dynamiques qui permettront d'en apprécier le
potentiel thérapeutique : l'efficacité (efficacy)
et la puissance (potency).

L'efficacité exprime la réponse du système
in vitro à la molécule testée. La valeur abso-
lue de ce paramètre (ex. : inhibition de la for-
mation de la PrPSc de x % ou augmentation de
y % de son élimination) n'a d'intérêt que dans
la mesure où on veut comparer plusieurs
molécules entre elles. En revanche, pour une
molécule donnée, la valeur absolue de ce
paramètre est d'un intérêt secondaire car il
dépend tout autant du modèle d’étude que de
la molécule testée. Le paramètre qui doit être
évalué avec justesse est la puissance de la
molécule. La puissance se mesure par la
valeur de la concentration inhibitrice 50 %
(IC50 ou EC50) c'est-à-dire la concentration de
la molécule pour laquelle on obtient 50 % de
la réponse maximale.

Pour les molécules ayant une activité anti-
prion, et notamment pour la quinacrine, des 
« EC50 » ont été rapportées dans la littérature
(tableau 2) et c’est en se fondant sur ces
valeurs qu’ont été sélectionnées les molé-
cules candidates pour le traitement d’une

MCJ. En fait, il importe de remarquer que ces
EC50 ne sont pas des EC50 sensu stricto mais
plutôt les concentrations nominales imposées
au milieu de culture. C'est ainsi que l'EC50
rapportée pour la quinacrine par Korth et al
(2001), ne permet que de calculer la dose (et
non pas la concentration) nominale de quina-
crine que l’on doit apporter avec 4 mL de
milieu de culture, changé tous les deux jours
au cours d’un essai de sept jours pour obtenir
50 % d’efficacité. En effet, in vitro, comme in
vivo, la molécule testée doit diffuser jusqu'à
sa biophase, elle peut subir des transforma-
tions, être dégradée ou métabolisée, elle peut
s'accumuler dans certains compartiments ou
s'adsorber sur les parois du matériel, etc. Ce
type de considération est rarement pris en
compte dans les essais in vitro dont l'échelle
de temps est courte, mais il prend tout son
sens pour des essais dont les réponses sont
jugées après plusieurs jours d'exposition
(sept jours pour la quinacrine) et pour les-
quels le milieu de culture est renouvelé plu-
sieurs fois (Kenakin 1997, pour une
discussion générique sur cette question).

En outre, il n'y a aucune certitude concer-
nant la nature de la biophase pour l’effet anti-
prion : intracellulaire versus extracellulaire.
En effet, le site et le mécanisme d’action de la
quinacrine ne sont pas clairement élucidés.
Des études sur les cellules de neuroblastomes
(ScN2a) ont montré que la transconformation
de la PrP cellulaire en PrPSc survenait au
cours d’un cycle d’endocytose (apport cellu-
laire de matériaux extracellulaires par des
vacuoles ou des microvésicules), soit à la sur-
face membranaire, soit dans des structures
intracellulaires (endosomes ou lysosomes)
(Shyng et al 1993, Beranger et al 2003). Ces
résultats suggèrent que la biophase de la qui-
nacrine puisse être intracellulaire, mais on ne
peut toutefois pas exclure une biophase
extracellulaire. En bref, rien ne garantit que
les EC50 rapportées (c’est-à-dire, la concen-
tration extracellulaire de quinacrine présu-
mée dans un milieu de culture) aient une
signification thérapeutique surtout si la vraie
biophase est intracellulaire.

Cela nous a conduit à ré-estimer les EC50
(intra- et extra-cellulaires) de la quinacrine à
partir des concentrations mesurées et non
imposées au milieu de culture.

Au cours d'une étude in vitro reproduisant
les conditions dans lesquelles l'effet anti-
prion a été observé (Korth et al 2001), nous
avons dans un premier temps observé une
perte non spécifique de 34 ± 8 % de quinacri-
ne après dilution de la solution de travail à la
concentration de 21 µM et filtration à travers
un filtre de 0,2 µm. Ce résultat est en accord
avec des études montrant que la quinacrine se
fixe sur de nombreux supports (Björkman et
Elisson 1987).

Dans un second temps, pour documenter la
répartition de la quinacrine en terme de bio-
phase intra- et extra-cellulaires, nous avons
mesuré l'évolution temporelle des concentra-
tions de quinacrine dans les secteurs intracel-
lulaires et extracellulaires sur des cellules de
neuroblastomes de souris non infectées (N2a,



Molécule                                   Efficacité anti-prion                   EC 50 Références

Rouge Congo ou analogues
synthétiques : Chrysamine G
Sirius red

Antibiotiques polyènes
Filipin

Polyamines branchées
Polyamidoamine (PANAM G4.0)
Polypropylèneimine dendrimère
(PPI G4.0)

Tétrapyrroles
Phthalocyanine sulfates (PcTS)

Dérivés de l’acridine
quinacrine

Dérivés de la phénothiazine
chlorpromazine

Inhibiteurs basés sur la structure
de la PrP recombinante : Cp-60

Anticorps anti-PrP recombi-
nant : Fab D18 (reconnaît l'épi-
tope 132-156)

Peptide PrP synthétique
Fragment P109-141

Inhibition de la replication de
PrPSc (SMB)

Inhibition de la formation de
PrPSc (ScN2a)

Augmentation de l’élimina-
tion de la PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de
PrPres (modèle ScNB)

Inhibition de la formation de
PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de
PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de
PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de
PrPSc (ScN2a)

Inhibition de la formation de
PrP pathogène in vitro

100 µM
1 µM

2 µM

5,6 nM
23 nM

0,5-1 µM

300 nM

3 µM

18 µM

9 nM

30 µM

Rudyk et al 2000

Marella et al 2002

Supattapone et al
1999, 2001

Priola et al 1999
Caughey et al 1998

Doh-Ura et al 2000

Korth et al 2001

Perrier et al 2000

Peretz et al 2001

Chabry et al 1998

Tableau 2. Puissance des molécules (EC50) présentant une activité anti-prion in vitro.
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Lehmann et al 1995), au cours d’une période
de culture de 2 à 7 jours. Les concentrations
de quinacrine ont été mesurées par HPLC
(chromatographie liquide haute performan-
ce). Il est apparu que la concentration de la
quinacrine dans la phase liquide de la culture
était restée relativement constante pendant
les sept jours (en moyenne, 120 nM ; étendue :
100-140 nM), alors que la concentration nomi-
nale de la solution préparée était environ
trois fois supérieure, 300 nM.

Les concentrations intracellulaires de qui-
nacrine ont été calculées en estimant le volu-
me cellulaire à 50 µL pour une monocouche
de cellules subconfluentes (i.e. une surface
de 25 cm2 et de 20 µm d'épaisseur) ; les
concentrations ont varié entre 2100 nM et
6700 nM pendant les sept jours de culture,
c’est-à-dire des valeurs environ 20 à 50 fois
supérieures à celles des concentrations extra-
cellulaires (120 nM).

Cette étude de disposition in vitro suggère
que la quinacrine se répartit entre la phase
liquide (extracellulaire) et le compartiment
intracellulaire et s'accumule à l'intérieur des
cellules de neuroblastomes. En d'autres
termes, l'EC50 in vitro se situe entre 2100 nM
et 6700 nM si la biophase est intracellulaire,
alors que l'EC50 n’est que de 120 nM si la bio-
phase est extracellulaire.

4 / Comment calculer une
dose anti-prion pour une
molécule d'intérêt
lorsque les concentrations 
efficaces ont été 
déterminées in vitro ?

La seule concentration que sache contrôler
un thérapeute par un schéma posologique
approprié est la concentration plasmatique. A
ce titre, la concentration thérapeutique d'un
médicament fait référence à sa concentration
plasmatique et non à la concentration dans la
biophase. Lorsque la concentration thérapeu-
tique est connue, la détermination de la dose
efficace est simplement obtenue par l'équa-
tion 1 :

Dose thérapeutique  =

Clairance x concentration   

équation 1thérapeutique

Biodisponibilité

Dans l’équation 1, la Clairance est la clai-
rance plasmatique du médicament (connu
pour les molécules anciennes) et la
Biodisponibilité, un facteur allant de 0 à 1 et
qui exprime le pourcentage de la molécule qui
accède à la circulation générale à partir de
son site d'administration.
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Pour la quinacrine, la clairance plasmatique
chez l'homme est estimée à 22 mL.min-1.kg-1

(Björkman et al 1989). La clairance 
est connue pour plusieurs molécules à 
potentiel anti-prion comme la doxycycline
(0,53 mL.min-1.kg-1), la chlorpromazine 
(18 mL.min-1.kg-1) et l'application de l'équation
1 nécessite uniquement d'estimer les concen-
trations thérapeutiques, c’est-à-dire les
concentrations plasmatiques pour lesquelles
des concentrations appropriées sont obte-
nues dans la biophase.

Dans les conditions d'équilibre (ou de pseu-
do-équilibre), il y aura un rapport constant
entre les concentrations plasmatiques du
médicament et les concentrations dans la bio-
phase car ce sont les concentrations plasma-
tiques qui « contrôlent » les concentrations
dans la biophase.

Pour une action curative anti-prion, la bio-
phase n'est pas connue avec précision mais il
est raisonnable de la situer dans le système
nerveux central avec deux types de localisa-
tion possibles : une localisation extracellulai-
re ou une localisation intracellulaire. La
question posée est donc de déterminer le rap-
port des concentrations entre le plasma et les
deux biophases possibles dans le système
nerveux.

La barrière hématoméningée (BHM) est une
barrière pouvant s’interposer entre le plasma
et le système nerveux. Elle peut s’opposer au
passage des molécules d'intérêt lorsqu’elles
n’ont pas les propriétés physicochimiques
adéquates pour un passage transcellulaire
(ex. : lipophilicité), ce qui est le cas des anti-
corps bloquants, du dextran sulfate polyanio-
nique (DS 500), de l'anthracycline. La BHM
peut également ré-expulser vers le plasma
des molécules ayant été capables de ce fran-
chissement mais qui sont des substrats de ses
pompes à efflux (ex. : tétracycline, substrat
des P-glycoprotéines). Il importe donc de
mesurer expérimentalement le rapport entre
le plasma et les concentrations dans les 
différents secteurs du système nerveux cen-
tral pouvant être la biophase d’une action 
anti-prion. En pratique, le liquide cérébro-spi-
nal peut être considéré comme représentatif
d'une biophase extracellulaire (De Lange et
Danhof 2002), alors que les concentrations
tissulaires totales peuvent être considérées
comme représentatives d'une concentration à
atteindre pour une biophase intracellulaire.

Au cours d'une étude in vivo chez la brebis,
nous avons mesuré dans le tissu cérébral et le
LCS (liquide cérébro-spinal) les concentra-
tions en quinacrine, 24 h après une adminis-
tration de 150 mg de quinacrine. Ces
concentrations ont été de (moyenne ± SD)
1040 ± 200 nM pour le tissu cérébral (hémi-
sphère cérébral) et elles ont été indétectables
avec notre technique analytique (< 2,1 nM)
dans le LCS (liquide cérébro-spinal). La
concentration plasmatique correspondante a
été de 14 nM (6,5 ng/mL) ce qui donne un rap-
port tissu cérébral/plasma de 76 et un rapport
LCS/plasma inférieur à 0,15.

Nous avons également estimé les concen-
trations maximales de quinacrine qui pou-
vaient être atteintes dans le système nerveux
avec une perfusion intraveineuse d'une dose
subléthale de quinacrine (2,6 g in toto). Cette
administration a permis d'obtenir des concen-
trations de quinacrine 1000 fois supérieures
dans le tissu cérébral (53800 nM), par rapport
à celles observées dans le liquide cérébro-spi-
nal (55 nM). Il est probable que la quinacrine,
une base faible, soit piégée dans le lysosome
dont le pH est acide, ce qui expliquerait sa
faible concentration dans le milieu extracel-
lulaire.

Si on considère que la biophase est extra-
cellulaire et que la concentration de quinacri-
ne dans le LCS est représentative de la
biophase extracellulaire dans le système ner-
veux central, les concentrations de quinacri-
ne mesurées dans le milieu de culture in vitro
et permettant d'obtenir 50 % des effets maxi-
mum sur les neuroblastomes (120 nM), ne
pourront jamais être atteintes in vivo avec
une dose thérapeutique (< 2,1 nM) ni même
après une dose subléthale (55 nM). De même,
si on considère que la biophase est intracellu-
laire (c'est-à-dire, le site lysosomal), la
concentration de quinacrine dans le cerveau
après une seule administration à dose théra-
peutique de quinacrine est encore 4 à 6 fois
inférieure (1040 nM) à la concentration intra-
cellulaire permettant d'observer 50 % des
effets maximum in vitro (6700 nM). Seule
une dose toxique de quinacrine permet d'at-
teindre, in vivo, des concentrations de quina-
crine dans le cerveau supérieures (53800 nM)
à l'EC50 déterminée in vitro.

Conclusion

En conclusion, nos essais expérimentaux
sur la tremblante naturelle de la brebis ont
confirmé l’absence d’efficacité de la quinacri-
ne pour ralentir la progression d’une maladie
à prions. Cette inefficacité clinique pourrait
être due à l'impossibilité de maintenir des
concentrations anti-prion efficaces de quina-
crine dans la biophase intra- ou extracellulai-
re avec les schémas posologiques non
toxiques. Pour éviter de futures déceptions,
nous pensons que les essais in vitro, à partir
desquels sont estimées les concentrations
actives des substances candidates, doivent
inclure a minima une étude de la disposition
de la molécule in vitro, pour en vérifier la sta-
bilité in vitro et pour ne pas confondre
concentration nominale et concentration
réelle dans le milieu de culture. De plus, il
convient de quantifier séparément les EC50
intra- et extracellulaires, le rapport des EC50
pouvant atteindre 50, dans le cas de la quina-
crine. Enfin, on doit recommander de déter-
miner également ce rapport in vivo,
l’exemple de la quinacrine ayant montré que
ce rapport pouvait être très différent in vitro
et in vivo (50 versus 1000).
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Quinacrine failure to treat prion diseases:

a possible pharmacological explanation

Given the epidemiological uncertainty of the prion
diseases, there is an urgent need to discover and to
develop antiprion therapeutics in humans. The efficacy
of candidate molecules is predominantly tested in vitro
in neuroblastoma cells. For several molecules, inclu-
ding quinacrine, a discrepancy has been observed bet-
ween a proven antiprion action in vitro and its lack of
clinical efficacy in the Creutzfeldt-Jakob disease. To
further investigate the possible pharmacokinetic origin
of the lack of clinical efficacy of quinacrine (and then
predictable), we studied the quinacrine disposition
both in vivo and in vitro. Ultimately, our experiment
was aimed at determining the dosage regimen, which
should be administered in vivo to obtain efficacious
concentrations in the biophase. We used a model of
naturally scrapie-affected ewes. First, we performed a
standard clinical trial in scrapie-affected ewes and, we
confirmed the absence of therapeutic benefit of quina-
crine, as previously shown in humans. In in vitro expe-
riments reproducing the princeps culture conditions in
which 50% of antiprion action has been observed,
namely a nominal quinacrine concentration of 300 nM,
we re-evaluated the EC50 for the potential biophases of
quinacrine effect. Quinacrine was assayed by HPLC. We

showed that the actual extracellular and intracellular
quinacrine neuroblastoma concentrations were 120 nM
and 3700 nM, respectively. Quinacrine concentrations
in cerebrospinal fluid concentrations and brain tissue,
corresponding to the extracellular and intracellular
biophases respectively, were measured in healthy ewes
after quinacrine administration. The cerebrospinal
fluid quinacrine concentrations (< 2.1 nM and 55 nM
after therapeutic and toxic quinacrine exposure, res-
pectively) were lower than the actual quinacrine extra-
cellular neuroblastoma concentrations corresponding
to the measured EC50 (120 nM). Tissue brain quina-
crine concentration (1040 nM) after a therapeutic
dose of quinacrine was lower than the actual active qui-
nacrine intracellular neuroblastoma concentration
(6700 nM) and, only a toxic quinacrine dose allowed to
obtain efficacious quinacrine tissular concentrations
(53800 nM). Finally, whatever the actual quinacrine
biophase, intra- versus extracellular, efficacious qui-
nacrine concentrations cannot be achieved in vivo with
a safe dosage regimen. In the future, in order to avoid
in vivo studies for which failure can be predicted, in
particular in humans, it is recommended to measure
the actual anti-prion EC50 in the biophase in vitro, in
order to determine if the in vitro anti-prion action is
achievable in vivo. 

Abstract


