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RESUME EN FRANÇAIS 

 

Les radiotraceurs en TEP sont des outils de neuropharmacologie pour l’exploration des récepteurs 

couplés aux protéines G. L’une de leurs applications est la mesure des taux de neurotransmetteurs 

endogènes dans la synapse. Aucun radiotraceur n’est totalement validé pour mesurer indirectement 

le taux basal d’un neurotransmetteur. Si le développement des premiers radiotraceurs 

dopaminergiques a pu montrer leur sensibilité à la libération de dopamine lors de défi 

pharmacologique aux amphétamines, le modèle ligand récepteur a montré ses limites. Autrement 

dit, certains phénomènes jusque-là inexpliqués par le modèle ont été observés in vivo. Des 

hypothèses ont été formulées à l’aide des données obtenues in vitro pour repenser ce modèle. Elles 

indiquent notamment l’existence de deux types de sites de liaison sur les récepteurs couplés aux 

protéines G. Un agoniste se lie aux sites de haute affinité situés sur les récepteurs fonctionnels 

couplés aux protéines G. Un antagoniste se fixe sur les sites de basse affinité présents à la fois sur les 

récepteurs couplés et non couplés aux protéines G. Il semblerait que la propriété agoniste du 

radiotraceur soit plus favorable pour assurer une sensibilité au neurotransmetteur endogène de par 

sa compétition sur les mêmes sites que ce dernier. A ce jour, la majorité des radiotraceurs TEP sont 

des antagonistes. Cela pourrait expliquer le nombre important d’échecs pour montrer leur sensibilité 

aux neurotransmetteurs endogènes. Dans ce travail de thèse, nous montrons en quoi le statut de 

radiotraceur agoniste TEP repense la neuropharmacologie au moyen d’une revue de la littérature. 

Par ailleurs, les expériences précliniques avec le nouveau radiotraceur agoniste 5-HT1A, le 

[18F]F13640, montrent de façon inédite sa sensibilité à la libération de sérotonine alors que ses 

homologues antagonistes indiquent des résultats plus contrastés. Ces éléments soulignent 

l’importance de comparer l’imagerie des radiotraceurs agonistes et antagonistes. Ils promeuvent le 

développement du [18F]F13640 et des radiotraceurs agonistes pour alimenter l’approche  

fonctionnelle de la pharmacologie en TEP.   

 

Mots clés : Neuropharmacologie, Récepteurs 5-HT1A, Tomographie par Emission de Positons, 

Récepteurs couplés aux Protéines G, Agonistes 
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RÉSUMÉ EN ANGLAIS 

 

PET radiotracers are useful tools in neuropharmacology to explore receptors coupled to G proteins. 

One of the their highly coveted properties is measuring the synaptic levels of endogenous 

neurotransmitter. To date, no radiotracer has been validated for this application. If the development 

of the first dopaminergic radiotracers could show their sensitivity to the release of dopamine during 

pharmacological challenge with amphetamines, the receptor ligand model showed its limits. In other 

words, certain phenomena hitherto unexplained by the model have been observed in vivo. 

Hypotheses have been formulated using in vitro data to rethink this model. They indicate in 

particular the existence of 2 types of binding sites on the receptors coupled to the G proteins. An 

agonist binds to the high affinity sites located on the functional receptors coupled to the G proteins. 

An antagonist binds to the low affinity sites located on both receptors coupled and not coupled to G 

proteins. It would suggest that the agonist property is more favorable for ensuring sensitivity to the 

endogenous neurotransmitter due to its competition on the same sites as the latter. To date, the 

majority of PET radiotracers are antagonist. This could explain the large number of failures to show 

their sensitivity to endogenous neurotransmitters. In this work, we show how the status of PET 

agonist radiotracer rethinks neuropharmacology through a review of the literature. In addition, 

preclinical experiments carried out with the new 5-HT1A agonist radiotracer, [18F]F13640, have shown 

unprecedented sensitivity to the release of serotonin, while its antagonist counterparts indicated 

contrasted results. These elements underline the importance of comparing the imagery of agonist 

and antagonist radiotracers. It also promotes the development of [18F]F13640 and agonist 

radiotracers to add a functional approach to pharmacology in PET imaging.  

 

 

Key Words: Neuropharmacology, 5-HT1A receptors, Positron Emission Tomography, G Protein 

Coupled Receptors, Agonist 
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INTRODUCTION GENERALE 

 

 

 

 

 

 

L’objectif de ce travail de thèse a été d’ouvrir de nouvelles applications pour la neuroimagerie grâce 

à un radiotraceur TEP des récepteurs à sérotonine de la famille 5-HT1A identifié et développé au sein 

de l’équipe de recherche BIORAN. Le [18F]F13640 est un agoniste très sélectif dont les propriétés 

radiopharmacologiques ont été explorées au niveau préclinique (modèle félin avec modulations 

pharmacologiques de la sérotonine extracellulaire) et qui a été mené jusqu’à sa première utilisation 

chez le volontaire sain, lui conférant le statut de radiopharmaceutique TEP. 

Dans ce contexte, le premier chapitre a pour objectif de définir quelle est la place de la TEP en 

neuropharmacologie. Après un descriptif historique, il s’attardera sur les modalités de 

développement d’un radiotraceur TEP, étapes translationnelles cruciales.  

Le second chapitre évoquera le modèle pharmacologique ligand-récepteur en neuropharmacologie.   

Au vu de ces données bibliographiques, le troisième chapitre suivant formulera et développera la 

problématique de thèse.  

Enfin, les chapitres suivants s’articuleront autour des résultats majeurs de cette thèse ayant donné 

lieu à des publications internationales : un article de revue bibliographique, un article résumant une 

expérience préclinique, une communication courte résumant une expérience clinique. 

La thèse ouvrira ensuite la perspective d’un essai clinique utilisant le [18F]F13640 pour l’exploration 

moléculaire et fonctionnelle d’une pathologie neurologique, l’algie vasculaire de la face. 
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CHAPITRE 1 : GENERALITES 

I. Historique de l’imagerie 

On peut attribuer les débuts de l’imagerie au XXème siècle, plus précisément en 1895 avec la mise en 

évidence des rayons X par Wilhelm Röntgen (1). En 1934, Fréderic et Irène Joliot Curie découvrent la 

radioactivité artificielle et la capacité de produire des molécules radioactives susceptibles de se fixer 

dans les organes du corps humain. Ces deux découvertes majeures sont à l’origine de deux pans de la 

radiologie : la radiologie conventionnelle, que l’on peut assimiler respectivement à une imagerie de 

transmission (tomographie puis scanner) et l’imagerie nucléaire que l’on peut assimiler à une 

imagerie d’émission (scintigraphie et tomographie par émission de positons). En radiologie 

conventionnelle, on utilise une source externe de rayons X, qui en contact avec la matière biologique, 

va subir un taux d’absorption variable : les tissus denses absorbent les rayons et n’impressionnent 

pas le support, les tissus peu denses n’absorbent pas les rayons et apparaissent en noir sur le 

support.  

 

En radiologie nucléaire, on injecte un isotope radioactif, susceptible de produire un rayonnement 

gamma à l’intérieur du corps. Cette dernière technique donnera naissance dans un premier temps à 

la scintigraphie puis la TEP. L’objectif de la scintigraphie est d’obtenir une « photographie » d’un 

organe grâce à l’injection de molécules radioactives ayant une affinité pour celui-ci. La scintigraphie 

fonctionnelle conçue à l’institut Curie en 1956 sert à obtenir une image de la thyroïde après injection 

d’iode radioactif. Si la thyroïde est fonctionnelle, l’iode se fixe de façon homogène sur celle-ci et on 

obtient une image anatomique de la thyroïde. Dans un contexte pathologique, la thyroïde fixe de 

façon hétérogène l’iode et l’on obtient une image asymétrique de la thyroïde. En plus de la 

découverte de nouveaux isotopes, le développement de la scintigraphie suit aussi celui de la 

radiologie conventionnelle : il s’agit de construire des machines performantes ou caméras 

susceptibles d’automatiser et d’optimiser la capture du signal (rayons X ou rayons gamma) et son 

traitement informatique pour obtenir une image lisible en coupe et interprétable (résolution 

satisfaisante). Alors que le premier scanner utilisant les rayons X est inventé en 1972 par Hounsfield, 

le premier dispositif d’imagerie TEP apparaît en 1952 (2).  

 

On cerne dès les débuts historiques de l’imagerie les piliers de son développement : l’imagerie 

apparaît comme un outil multimodal, elle permet d’explorer l’anatomie et la fonction des organes. 

Elle mobilise des scientifiques de cultures très différentes. Au-delà de la connaissance médicale 

nécessaire pour l’interprétation des images, l’imagerie rassemble aussi des informaticiens, des 
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ingénieurs, des pharmaciens, des biologistes, qui participent activement au processus de l’examen du 

patient, de l’animal, jusqu’à l’analyse de l’image. On comprend aussi que l’imagerie est alimentée par 

les sphères publiques et privées de la recherche. En effet, l’histoire de l’imagerie est rythmée par la 

conception de caméras commerciales de plus en plus performantes. L’industrie pharmaceutique 

développe aussi de potentiels candidats médicaments susceptibles d’être explorés via l’imagerie et 

de donner naissance à de nouveaux radiotraceurs. Aujourd’hui, les techniques d’imagerie ont une 

place majeure en recherche clinique et fondamentale. Elles sont peu invasives et permettent 

d’obtenir des informations cruciales sur le plan anatomique et sur le plan fonctionnel. Ceci est notifié 

dans le document publié par le Pôle Interministériel de Prospective et d’Anticipation des Mutations 

Economiques (PIPAME) intitulé « imagerie médicale du futur » (3). Dans ce document, le comité de 

pilotage fait le bilan des outils d’imagerie à disposition et évalue leur place d’un point de vue 

microéconomique. Elle évoque l’imagerie comme un pôle d’avenir à fort potentiel en évoquant 

l’intensification du développement d’une collaboration public/privé en recherche et développement 

 

II. Imagerie TEP 

 Principe 

La TEP est une technique d’imagerie nucléaire. Elle consiste à adjoindre à une molécule d’intérêt un 

atome radioactif émetteur de β+. Une fois injectées à doses traceuses, les particules β+ ou positons 

s’annihilent avec un électron pour émettre deux rayons gamma de sens opposés. Ces rayons sont 

captés par une caméra TEP. On obtient, après traitement, des images qui représentent l’intensité de 

radioactivité par région anatomique observée. Elle est utilisée à la fois en routine comme outil 

diagnostique (TEP au FDG) utilisé pour le diagnostic et le suivi de métastases et comme outil de 

recherche clinique et fondamentale notamment pour l’exploration moléculaire et fonctionnelle du 

cerveau. La TEP mobilise une grande variété de compétences (Figure 1), de la synthèse du radio-

isotope jusqu’au traitement de l’image et son analyse par un personnel formé. 
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Figure 1 : récapitulatif de la réalisation d’un examen TEP. 

 

 Historique  

Si l’on se focalise sur l’histoire de la TEP, on s’aperçoit qu’elle prend son essence dans un concept 

essentiellement physiologique décrit dans la fin des années 1800 (4). En 1878, Angelo Mosso évoque 

le concept que le flux sanguin cérébral est corrélé à la fonction cérébrale : il démontre, une 

augmentation des pulsations dans le cortex préfrontal droit lors de l’exécution d’une tâche 

arithmétique chez un sujet possédant une lacune de l’os du crâne. Cette découverte est confirmée 

ensuite par Charles Roy et Charles Sherrington qui évoquent un mécanisme intrinsèque induit par 

des composés chimiques à l’origine de la variation des calibres des vaisseaux et un apport sanguin 

variant en fonction de l’activité locale fonctionnelle d’une région cérébrale (5). Cette théorie, selon 

laquelle le flux sanguin est lié à la fonction cérébrale, est confirmée par les travaux de John Fulton (6) 

en 1928 et démontrée par les travaux de Seymour Kety en 1948 (7). Elle est à l’origine de 

l’interprétation des images obtenues par TEP. Les variations de distribution d’un radiotraceur 

métabolique entre les régions cérébrales visibles sur l’image sont dues à des modifications 

physiologiques locales de l’écosystème d’une région cérébrale et plus spécifiquement son flux 

sanguin. L’utilisation de radiotraceur pour calculer ce flux sanguin s’est rapidement avéré comme 

une technique efficace ouvrant l’opportunité de cartographier anatomiquement et 

fonctionnellement le cerveau. C’est la découverte, en 1934, de Irène et Frédéric Joliot-Curie citée 
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précédemment qui ouvre la possibilité de synthétiser des isotopes radioactifs sur mesure. 

L’adjonction de tels radioisotopes sur des molécules permet ainsi de produire les premiers 

radiotraceurs ayant la capacité d’explorer in vitro et in vivo les fonctions de l’organisme et, plus 

particulièrement, du cerveau avec une approche très sécuritaire pour le patient. L’utilisation de tels 

radiotraceurs constitue donc un outil de choix pour effectuer des mesures de flux sanguin cérébral. 

Les premières approches consistent à utiliser un radiotraceur pour mesurer sa répartition après un 

stimuli interne ou externe et en déduire les fonctions de chaque région cérébrale pour, en somme, 

cartographier le cerveau. Le premier radiotraceur est proposé par Louis Sokoloff (7). Il s’agit du 

déoxyglucose (DG), un inhibiteur compétitif réversible du glucose-6-phosphate, marqué au carbone-

14. Ce marqueur permet, par son accumulation dans le cerveau, de mesurer l’utilisation du glucose 

par le cerveau et de cartographier l’anatomie et les fonctions cérébrales. En effet, lors d’une 

stimulation cérébrale locale, le flux sanguin augmente et la consommation de glucose par les cellules 

augmente. La carte d’activation obtenue par le [14C]DG reflète l’activation fonctionnelle d’une région 

cérébrale. En 1976, il est proposé un radiotraceur similaire mais avec une demi-vie plus longue 

facilitant son utilisation, le [18F]Fluoro-2-déoxy-D-glucose (FDG). Il constitue aujourd’hui le 

radiotraceur le plus utilisé pour cartographier le métabolisme cérébral. On notera qu’en 1983, 

l’équipe de Wagner propose le premier radiotraceur des récepteurs dopaminergiques chez l’homme, 

la 3-N-[11C]methylspiperone (8). Cette découverte majeure ouvre les champs d’applications de 

l’imagerie TEP vers la neuropharmacologie : il est possible de visualiser in vivo une famille de 

récepteurs donnés. En parallèle avec le développement des premiers radiotraceurs, la conception de 

système d’imagerie connaît un essor notable. Benedict Cassen propose en 1950 la première machine 

détectant le signal émis par les radioisotopes, le ‘scintiscanner’ (9). S’en suivent quelques 

améliorations pour obtenir le ‘photoscanner’ développé par David Kuhl en 1956 (9). Ce dernier 

conçoit ensuite les premières machines Mark II, Mark III et Mark IV permettant d’effectuer les 

examens de tomographie par émission monophotonique. Les premiers appareils pour effectuer des 

examens TEP ont émergé dans les années 1950 avec les travaux de Gordon Brownell et de William 

Sweet (4). Les évolutions majeures de ces machines tendent vers l’obtention d’images en trois 

dimensions avec des reconstructions en coupes, l’amélioration de la résolution de l’image et la 

construction de machines hybrides TEP/CT et TEP/IRM. A partir des années 2000, la TEP s’impose, en 

marge de ses applications extra-cérébrales à vocation diagnostique, comme un outil indispensable de 

l’exploration physiologique et pathologique du cerveau. Elle devient un véritable outil translationnel 

en constituant un pont entre les études précliniques et cliniques et un pont entre la recherche 

clinique et la recherche fondamentale. L’une de ses premières applications est le diagnostic 

différentiel précoce des différents types de syndromes parkinsoniens via l’utilisation du FDG et un 

outil de sélection de candidats médicaments potentiels. La TEP permet en effet de visualiser des 
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états pathologiques avant même l’expression clinique des symptômes. Cet exemple illustre bien les 

quatre rôles majeurs qu’occupe aujourd’hui la TEP. Premièrement, elle permet de mettre en 

évidence et de comprendre les pathologies neurodégénératives par l’étude du flux sanguin cérébral 

et du métabolisme. Deuxièmement, elle propose d’éventuels biomarqueurs susceptibles de 

participer au diagnostic précoce de ces maladies. Troisièmement, l’utilisation de ces biomarqueurs 

peut constituer un outil intéressant pour développer des candidats médicaments. Quatrièmement, 

en recherche fondamentale, elle présente un intérêt particulier en neuropharmacologie puisqu’elle 

permet l’étude quantitative et qualitative des récepteurs cérébraux, selon le modèle ligand-

récepteur, dont l’altération est impliquée dans les troubles neuropsychiatriques. Un schéma mettant 

en exergue l’aspect translationnel de la recherche en TEP est présenté ci-dessous : 

 
Figure 2 : applications de la TEP en recherche fondamentale et en recherche clinique (10). 

III. Développement du radiotraceur TEP 

Le développement de nouveaux radiotraceurs pour l’imagerie TEP est décrit et formalisé par un 

grand nombre d’articles dans la littérature. La maturité acquise dans ce domaine a permis d’établir 

un « gold standard » définissant les différents points clés du développement. Cette partie s’appuie 

volontairement sur le contenu de deux revues récentes (11,12) de la littérature qui synthétisent les 

domaines abordés ici et sur l’expérience personnelle acquise pour le développement d’un 

radiotraceur, le [18F]F13640. Les articles utilisés sont considérés comme pertinents et exhaustifs 

d’une part par le fait que les publications sont récentes et d’autre part parce qu’ils font la synthèse 

de plusieurs dizaines d’articles. Dans son article, Geneviève Van de Bittner expose de façon originale 

la manière de concevoir un radiotraceur en définissant une véritable philosophie du développement 

(12).L’imagerie TEP en neuropharmacologie est une technique bien caractérisée et les principes de 

cette philosophie ont fait l’objet de plusieurs travaux de synthèse antérieurs (13,14). Globalement, 

on peut assimiler son développement à celui du médicament. : Il s’agit d’un processus ambitieux, 
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long, coûteux et dont l’issue aboutit rarement à des résultats. C’est pourquoi parmi les milliers de 

cibles protéiques de l’organisme (récepteurs, transporteurs etc..) seulement 40 ont pu être imagées. 

Il est proposé cinq points clés pour optimiser ce processus (Figure 3). Ils seront donc développés un à 

un.  

 

 
Figure 3 : représentation originale des étapes clés du développement d’un radiotraceur TEP selon un 

processus itératif (12). 

 Sélection de la question biomédicale 

Le premier point clé évoqué est la sélection de la question biomédicale. L’auteur explique que tout 

développement de radiotraceur doit impérativement répondre à un besoin clinique pour mieux 

diagnostiquer ou pour améliorer l’arsenal thérapeutique d’une pathologie. Alors que le potentiel 

diagnostique d’un radiotraceur pour les pathologies du Système Nerveux Central (SNC) est faible, il 

faut plutôt considérer leur utilité pour établir chez l’homme une preuve de concept ou pour servir de 

compagnon dans le développement d’un médicament du SNC. Etant donné l’investissement énorme 

qu’implique un tel processus, la définition de la question biomédicale doit être complète et 

pertinente, de son apport scientifique et clinique, jusqu’à sa place dans le marché de la recherche. 

L’objectif final est le passage du radiotraceur dans le domaine de la routine clinique et cette notion 

s’applique particulièrement aux traceurs diagnostiques. Cet objectif est d’autant plus ambitieux que 

seulement quelques radiotraceurs (FDG, Florbetapir, Flutemetamol, [18F]FNa, Florbetapen…) à visée 

diagnostique sont autorisés par la Food and Drug Administration (FDA), l’équivalent américain de 

l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM), depuis le début de l’imagerie TEP. 
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 Sélection de la cible biologique 

 

Le deuxième point évoque la sélection de la cible biologique pour répondre à la question 

biomédicale. Le choix d’une cible parmi tant d’autres est une épreuve cruciale de la stratégie du 

développement. La tâche s’avère toutefois plus aisée que celle de trouver un biomarqueur 

compagnon d’une pathologie puisqu’il s’agit de démontrer qu’une fonction, expression, occupation 

des récepteurs est altérée. Cette étape dépend aussi grandement, de la littérature qui existe à 

propos de la cible. Geneviève Van de Bittner définit 2 paramètres cruciaux pour définir la cible : sa 

fonction biochimique et sa localisation. Ces paramètres modulent la stratégie d’identification du 

radiotraceur et influencent l’information apportée par celui-ci. D’après la Figure 4, on peut définir 

trois types de cibles dans le SNC : les radiotraceurs se comportant comme des substrats d’enzyme 

(FDG) ou susceptibles d’inhiber une enzyme. Ces enzymes peuvent être intranucléaires ou intra 

cellulaires et les traceurs ne doivent pas influencer la mesure qu’ils mettent en évidence ; on trouve 

ensuite les radiotraceurs qui se lient aux agrégats de protéines situés dans le domaine extra 

cellulaire. Enfin la grande majorité des radiotraceurs ciblent les récepteurs cérébraux et c’est cette 

catégorie qui sera abordée exhaustivement dans ce mémoire. On notera par ailleurs que le prérequis 

commun à tous les traceurs du SNC est leur capacité à traverser la Barrière Hémato Encéphalique 

(BHE). 

 
Figure 4 : les différentes cibles biochimiques du radiotraceur (14). 

 

On explique cette proportion importante de cibles en réceptologie par le fait qu’un grand nombre 

d’agents thérapeutiques et de substances ciblent les récepteurs cérébraux. Les découvertes de la 

neuropharmacologie et de la neurotransmission ont été effectivement un moteur pour élaborer de 
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nouveaux radiotraceurs. Il faut noter que les récepteurs couplés aux protéines G font l’objet d’une 

attention toute particulière. En effet, la communauté internationale a bien caractérisé ces récepteurs 

et ils sont aujourd’hui la cible de toute les attentions autant pour le développement des 

radiotraceurs que pour le développement du médicament (15–17). Globalement, ces radiotraceurs 

se fixent sur les domaines inter cellulaires des récepteurs couplés aux protéines G, des transporteurs 

ou des canaux ioniques. Ils entrent en compétition directe ou indirecte, selon une modulation 

allostérique, avec les neurotransmetteurs du SNC (Dopamine, Noradrénaline, Histamine, Glutamate, 

GABA). L’analyse des images TEP permet d’obtenir des informations sur l’occupation des récepteurs, 

celles-ci étant toutefois dépendante du taux de ligand endogène : ce dernier est susceptible de 

perturber la densité des récepteurs (Bmax). Par ailleurs, il est connu que le modèle ligand-récepteur 

fait intervenir des processus d’homopolymérisation et d’hétéropolymérisation, d’internalisation 

susceptibles d’interférer avec la mesure TEP et le calcul de l’affinité du radiotraceur (Kd) peut être 

biaisé. La compréhension de ces processus fait partie des défis actuels de la TEP. L’un des paramètres 

majeurs caractérisant les radiotraceurs est le potentiel de liaison ou « binding potential » (BP). Il 

correspond à l’expression du ratio de densité totale de cible biologique ou Bmax et de l’affinité de la 

cible exprimée en constante de dissociation ou Kd. L’expérience de l’usage des radiotraceurs fait 

penser qu’un ratio Bmax sur Kd doit être au moins de 5 pour permettre une quantification de l’image 

TEP optimale (12). Toutefois cette règle peut être enfreinte dans certains cas. En dehors de la 

recherche, dans un contexte clinique, les radiotraceurs ont un BP de 10. Pour des traceurs non 

encore développés, on se base sur le Bmax pour définir une affinité optimale. S’il est inconnu, le Bmax 

est calculé par autoradiographie ou par des méthodes quantitatives immunochimiques. On notera 

par ailleurs que tous les radiotraceurs entrant en compétition avec des ligands endogènes, la densité 

de cibles maximales du radiotraceur (Bmax available) correspond à la valeur de Bmax ajustée sur le taux de 

cible occupée par le ligand endogène. 

 

Le pourcentage d’occupation de la cible par le radiotraceur est d’une importance cruciale. Il doit être 

assez important pour dépasser les erreurs induites par la technique. C’est pourquoi on mesure 

souvent la variabilité intra sujet par une expérience de test-retest : un même sujet suit deux examens 

TEP identiques espacés de plusieurs jours. Selon les sources de l’auteur, cette variabilité pour les 

traceurs du SNC est comprise entre 5 et 15% (18,19). C’est pourquoi pour une étude longitudinale 

chez un sujet, les modifications de densité ou d’occupation des récepteurs doivent montrer un 

changement minimal de 15%. Pour les comparaisons de populations, les mesures sont soumises à 

une variabilité inter-sujet importante susceptible de bruiter les modifications de signal. Même si de 

grands changements peuvent être mis en évidence, les cliniciens préfèrent utiliser des critères 

binaires pour analyser l’image et établir un diagnostic ou un suivi thérapeutique.  
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Enfin, un autre élément essentiel pour la sélection de la cible est la nécessité de travailler sur des 

petites molécules de haute affinité avec une relation structure activité bien établie, idéalement issue 

d’un développement de médicament. Pour les nouvelles cibles sans « background » dans la 

littérature, il sera nécessaire d’établir une population de molécules à « screener ». Etant donné le 

coup du développement de traceurs de novo, il faut s’assurer que la cible possède les prérequis 

nécessaires pour l’imagerie TEP du SNC à savoir un Bmax haut avec des changements de densité ou 

d’occupation fortement corrélés avec la question biomédicale. 

 

 Synthèse chimique du radiotaceur 

L’ensemble des candidats radiotraceurs est soit dérivé d’un ligand connu de la cible d’intérêt ou issu 

d’un screening intensif. Instinctivement, il apparaît que l’usage de ligands ou de molécules 

thérapeutiques préexistants est aisé. Toutefois l’auteur reporte par l’expérience de son propre 

laboratoire l’existence de plusieurs facteurs à l’origine de l’échec de cette stratégie (12). 

Premièrement, l’injection d’une faible masse de radiotraceur requiert un ratio cerveau/plasma très 

haut (20). Deuxièmement, la liaison non spécifique du radiotraceur est responsable de nombreux 

échecs (21–23). Troisièmement, une cinétique d’élimination trop lente ou trop rapide ne permet pas 

de réaliser une imagerie TEP (24). Il est important de considérer que les deux derniers facteurs 

péjoratifs cités ci-dessus sont des facteurs de sélection pendant le développement thérapeutique 

pour maintenir une action sur la cible après une administration unique. Le développement 

thérapeutique ne va pas toujours dans le sens du développement TEP du radiotraceur 

correspondant. Il faut donc classer les radiotraceurs candidats selon des contraintes biochimiques et 

physiologiques pour basculer directement vers les étapes ultérieures (validation du traceur et études 

précliniques). 

 

On réalise donc qu’un bon médicament ne fait pas forcément un bon radiotraceur. En effet l’angle 

pharmacométrique des deux composés est différent. La pharmacométrie du médicament prend en 

compte trois paramètres que l’on peut considérer comme trois dimensions (Figure 5) : l’effet, la dose 

et le temps. Pour développer un médicament, on recherche une dose qui produit un effet maximum 

pour une dose donnée et qui perdure dans le temps après administration unique. Pour développer 

un radiotraceur, on utilise une microdose sans effet qui possède une cinétique d’entrée et de sortie 

rapides. Simon M. Ametamey, Michael Honer, et Pius August Schubiger, scientifiques du 

département des sciences radiopharmaceutiques de l’institut fédéral technologique de Zurich, 

décrivent un exemple illustratif de cette non correspondance médicament-radiotraceur en évoquant 
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le cas de la fluoxétine. Cet antidépresseur testé comme radiotraceur des transporteurs de sérotonine 

a montré des performances faibles à cause de sa liaison non spécifique importante in vivo (25). 

 
Figure 5 : schéma des paramètres utilisés en TEP. 

La pharmacométrie utilise trois paramètres qui sont la concentration de ligand(C), l’effet de celui-ci 

(E) et le temps (T). La courbe bleue représente la cinétique plasmatique d’un radiotraceur TEP. En TEP, 

le ligand ne produit aucun effet parce qu’il est injecté à microdoses. On obtient donc une courbe à 2 

dimensions. Les prérequis du développement du médicament ne vont pas forcément dans le sens de 

ceux du radiotraceur 

 

Pour la synthèse de novo de radiotraceurs du SNC, la probabilité de trouver des composés de haute 

affinité, traversant la BHE peut être augmentée en mettant en concurrence plusieurs radioligands, 

issus chacun de strates chimiques différentes. De plus, les groupes chimiques qui offrent des sites 

aisément substituables avec divers groupes fonctionnels doivent être testés. Ces deux éléments sont 

essentiels pour la composition d’une bibliothèque de potentiels radiotraceurs. Il est à noter que de 

simples changements tels que l’addition d’un méthyl peut changer de façon drastique les propriétés 

du radiotraceur. 

 

Le site de marquage doit être similaire pour tous les radiotraceurs de façon à effectuer une synthèse 

haut débit de tous les radiotraceurs dérivés. Le marquage peut toutefois utiliser des méthodes de 

radiosynthèse légèrement différentes. La méthylation au carbone-11 est la méthode souvent utilisée 

de par sa nature simple et sa tolérabilité vis-à-vis des autres groupes fonctionnels. Il est possible 

d’apposer un fluor-18 à un radiotraceur habituellement marqué au carbone-11 pour envisager une 

transition clinique dans des centres ne possédant pas de cyclotron. En effet, la demi-vie du fluor-18 

est de 110 min contre 20 min pour le carbone-11. La contrainte temporelle imposée par la demi-vie 

courte du carbone-11 impose sa production sur le site clinique. Des synthèses à haut débit reportent 



27 
 

des [18F]fluoroalkylations sur des bibliothèques de radiotraceurs mais ce processus n’est présent 

pour aucun radiotraceur du SNC. Il existe en effet un nombre limité de méthodes de radiomarquage 

au fluor-18. La découverte de nouvelles voies de marquage au fluor-18 est donc un enjeu majeur. 

 

Il est important de considérer les contraintes physiologiques imposées aux structures chimiques des 

candidats radiotraceurs. Pour maintenir une concentration plasmatique après injection 

intraveineuse, les radiotraceurs doivent être biodisponibles. Ils doivent suivre le plus souvent la 

« règle des cinq » énoncée par Lipinski (26). Ce chimiste de l’industrie pharmaceutique formula en 

2001 une série de propriétés moléculaires s’appliquant aux molécules chimiques en développement 

pour obtenir des composés biodisponibles par voie orale et donc susceptibles de devenir des 

médicaments. La première règle impose un nombre inférieur ou égal à cinq donneurs d’hydrogène. 

La deuxième impose un nombre inférieur ou égal à 10 d’accepteurs d’hydrogène. La troisième 

impose une masse moléculaire inférieure à 500 daltons. La dernière impose un coefficient de 

partition octanol-eau inférieur ou égal à 5. On l’appelle la règle des 5 car chaque propriété énoncée 

contient un multiple de 5.  

 

 
Tableau 1 : récapitulatif des règles de Lipinski (27). 

 

En plus de leur biodisponibilité, ils doivent franchir la BHE et cette propriété cause l’échec de 

nombreuses tentatives de développement. La BHE limite l’entrée dans le cerveau uniquement aux 

radiotraceurs qui pénètrent par diffusion passive. Par ailleurs, les radiotraceurs doivent avoir une 

liaison non spécifique ou liaison non saturable faible. D’autres propriétés chimiques telles que log P, 

log D, la masse moléculaire ou le pKa peuvent être corrélées au comportement du radiotraceur in 

vivo mais ne sont pas forcément prédictives. Des méthodes de prédictions utilisant des logiciels 

informatiques sont en développement et peuvent apporter des informations utiles pour déterminer 

le radiotraceur à tester en priorité. L’objectif est de relier une propriété 
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pharmacologique/pharmacocinétique attendue (le passage de la BHE, par exemple) à un groupement 

chimique donné. Le radiotraceur qui répond le plus aux contraintes chimiques déterminées doit être 

testé en premier. Toutefois, de nombreux progrès sont attendus pour cette méthode. 

 

Un dernier point à considérer dans ce sous-chapitre est la carte du métabolisme des traceurs. En 

effet, ceux-ci sont pour la plupart intensément métabolisés (ou dénaturés) par les enzymes de 

l’organisme. Ce phénomène modifie la structure des radiotraceurs. Les métabolites produits peuvent 

avoir une cible différente de la molécule parente et impacter sur le signal cérébral mesuré : le signal 

obtenu serait le signal d’un ou plusieurs métabolites liés à une autre cible plus celui du composé 

parent. Ainsi, l’investigateur se doit d’évaluer la part de signal expliquée par les métabolites. L’auteur 

cite par exemple la déméthylation des hétéroatomes méthylés au carbone-11 en périphérie (12). Ce 

phénomène peut libérer du [11C]formaldéhyde, du [11C]formate et du 11CO2. La défluorination des 

radiotraceurs peut résulter en la production d’ions fluorures qui s’accumulent dans les os du crâne 

provoquant une chute du signal dans le cerveau. Enfin, le métabolisme est très dépendant des 

espèces et pose donc un problème de comparaison des résultats inter-espèces en recherche 

translationnelle. L’auteur explique par exemple que les rats ne possèdent pas de vésicule biliaire. 

Cette différence avec l’homme suggère que la pharmacocinétique d’un même radiotraceur peut être 

très différente. Par conséquent, il serait une erreur d’écarter un radiotraceur sous prétexte qu’il 

montre peu de potentiel chez le rat. Il est plus pertinent d’envisager rapidement une transition vers 

le primate susceptible de donner des informations pharmacocinétiques prédictives du 

comportement du radiotraceur chez l’homme. 

 

 Evaluation de la bibliothèque de radiotraceur 

 

L’objectif suivant est de sélectionner « les composés actifs de base » ou « lead compound », de les 

radiomarquer et de le tester en imagerie préclinique. A nouveau, cette étape est proche de celle que 

l’on peut décrire pour développer un médicament. On détermine son affinité, sa sélectivité et les 

propriétés de liaison qu’il entretient avec la cible. La mauvaise pharmacocinétique et le haut taux de 

liaison non spécifique demeurent les facteurs responsables du haut taux d’attrition des candidats 

radiotraceurs à l’étape de l’imagerie préclinique. Aujourd’hui il n’y a d’ailleurs aucun moyen de 

prédire ces facteurs. Il faut donc apprécier cette étape non comme un processus linéaire d’évaluation 

mais comme un processus itératif. Tout échec d’évaluation fait retourner à l’évaluation in vitro d’un 

autre radiotraceur. On rappelle que l’ensemble de l’évaluation effectuée à ce stade fait appel à des 

techniques in vitro et ex vivo. L’ensemble des éléments sont décrits dans le tableau suivant. 
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On notera que les souris « Knock-out » ou KO sont un outil intéressant pour déterminer la cible du 

radiotraceur. En effet, il est possible de créer des lignées de souris dépourvues d’une cible donnée. 

L’absence de signal TEP pour un radiotraceur chez ce type de lignée est une preuve formelle de sa 

spécificité d’action (27). Dans le cas où l’on classe les molécules avant de les radiomarquer, on 

mesure et on compare les affinités qui doivent se ranger de l’échelle nanomolaire jusqu’à l’échelle 

subnanomolaire selon la densité des cibles. La nature de cette mesure est hautement dépendante de 

la fonction biochimique de la cible : mesure de déplacement d’un ligand, perturbation d’une 

interaction protéine-protéine, formation d’adduits covalents, et inhibition de la catalyse d’une 

enzyme. Pour optimiser ces essais de mesure d’affinité, il est important d’utiliser un contrôle positif 

ou de le développer en même temps que la bibliothèque de radiotraceurs (12). Il est important de 

développer les traceurs pour lesquels la constante de dissociation est rapide surtout ceux dont la 

demi-vie est courte. Cette propriété cinétique doit être prioritaire sur l’affinité intrinsèque du 

radiotraceur. Par ailleurs, il est important de rappeler que les essais in vitro peuvent montrer une 

grande variabilité test-retest et peuvent ne pas refléter les propriétés in vivo de la cible. Il s’agit plus 

de regrouper les radiotraceurs potentiels que de les classer simplement par ordre de valeur d’affinité 

calculée in vitro.  

Les candidats radiotraceurs peuvent éventuellement se lier à des cibles dites « off-target » qui sont 

structurellement ou fonctionnellement apparentées à la cible utilisée pour l’imagerie. Il s’agit ici 

d’une liaison non sélective à différencier de la liaison non spécifique évoquée précédemment. La 

sélectivité pour un radiotraceur dépend des densités relatives de la cible secondaires par rapport à la 

cible première et des taux relatifs de liaison. La sélectivité moyenne ne constitue pas un obstacle si la 

distribution régionale de la cible secondaire possède un léger chevauchement anatomique avec la 

cible primaire. Si les radiotraceurs peuvent donc avoir une liaison non sélective basée sur une 

homologie de structure des cibles, ceux-ci peuvent aussi avoir des liaisons non sélectives sur des 

cibles non prédictibles. Ce type de cibles peut être identifié éventuellement par des programmes de 

screening massifs tels que le « NIMH psychoactive drug screening programm » (12). Même si l’on 

doit théoriquement éliminer les traceurs à liaisons non sélectives in vitro, certains peuvent faire 

preuve d’une bonne sélectivité in vivo et notamment ceux pour lesquels la densité de cible (Bmax) est 

élevée par rapport aux autres cibles ou ceux dont la répartition régionale de la cible d’intérêt ne 

chevauche pas celle de la cible non sélective.  

 

L’analyse biochimique des tissus cérébraux permet de pallier l’écart obtenu entre les données in vitro 

et l’imagerie préclinique. Les méthodes d’autoradiographie permettent une mesure facile de la 

dissociation ou de l’association à la cible et les protocoles sans lavage sont prédictifs de la liaison non 
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spécifique in vivo. Cependant, ces expériences requièrent un radiomarquage et ne sont pas utiles 

pour le screening prospectif. Si les candidats radiotraceurs sont disponibles dans le commerce, il est 

conseillé avant toute radiosynthèse ou radiomarquage de recueillir les données pharmacocinétiques. 

De nouvelles méthodes utilisant la spectrométrie de masse permettent d’obtenir des informations 

de distribution du composé non marqué dans le cerveau pour les comparer aux niveaux d’expression 

de la protéine cible. Elles permettent aussi l’analyse de la liaison spécifique et non spécifique du 

composé dans les différentes régions cérébrales. Cependant ces analyses avec des composés non 

marqués empêchent les mesures de capture et de liaison des métabolites et de gros efforts doivent 

être faits pour obtenir des données pharmacocinétiques complètes. En effet, dans ce cas, chaque 

animal ne donne qu’une photographie à un temps t de la répartition du traceur non marqué. Ceci 

contraste avec l’imagerie préclinique, une imagerie dynamique, qui permet, pour une injection, 

d’obtenir le suivi des métabolites à partir de prélèvements sanguins et les données 

pharmacocinétiques complètes du radiotraceur. Dans son article, Michael Honer, en charge du pôle 

d’imagerie du petit animal de l’institut technologique fédéral de Zurich, définit dans un tableau 

l’ensemble des propriétés physicochimique qu’un radiotraceur doit posséder pour prédire une bonne 

performance in vivo (11). 

 
Tableau 2 : propriétés in vitro prédictives de la réussite in vivo d’un radiotraceur 

(11). 

 

On notera qu’il est suggéré que le radiotraceur doit avoir une clairance moyenne à rapide. Cette 

élimination doit permettre en effet de limiter la liaison non spécifique du radiotraceur. Par ailleurs, 

une faible liaison aux protéines plasmatique est désirable pour permettre l’entrée du radiotraceur 

dans la zone cérébrale. En effet, seul le plasma (sang dépourvu des protéines) traverse la BHE. 
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 Radiochimie pour la synthèse de radiotraceurs TEP 

La radiochimie est un domaine qui occupe une place majeure dans le développement de 

radiotraceurs TEP (11,28). Elle vise à synthétiser le radiotraceur de la façon la plus optimale possible : 

La synthèse doit être rapide (synthèse et purification ne doivent pas excéder 2 à 3 fois la demi-vie du 

radioisotope), automatisée et son rendement doit être important. Globalement, elle rassemble la 

production d’un radionucléide à l’aide d’un cyclotron, la réaction de marquage du précurseur, 

l’évaluation analytique du produit fini et la production du radiopharmaceutique. La synthèse de 

nouveaux radiotraceurs capables de se lier à de nouvelles cibles dans le SNC est grandement 

dépendante de la capacité des radiochimistes à marquer de petites molécules de haute activité 

spécifique. Ces caractéristiques permettront ensuite d’injecter des doses de l’ordre du microgramme 

(dose traceuse) émettant suffisamment de signal pour obtenir une image TEP avec une résolution 

satisfaisante. On abordera ici uniquement les techniques de radiochimie visant à synthétiser des 

radiotraceurs du SNC. En effet, il existe un grand nombre de radioisotopes disponibles. Ceux qui sont 

majoritairement utilisés pour la TEP du SNC sont le carbone-11 et le fluor-18. 

 

La première étape est la production des radioisotopes à l’aide d’un cyclotron. Classiquement, le 

cyclotron accélère des particules qui heurtent une cible liquide ou gazeuse contenant de l’oxygène-

18 sous forme d’eau enrichie ou de l’azote-14 sous forme gazeuse (Figure 6). 

 
Figure 6 : représentation schématique d’un cyclotron (29). 

 

On obtient alors respectivement du fluor-18 et du carbone-11 qui constituent les radioisotopes les 

plus utilisés en TEP. De la synthèse des radioisotopes suit la formation du précurseur pour la réaction 

de marquage. Le précurseur peut être formé in situ (dans la cible) ou après extraction du 
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radioisotope de la cible. Les caractéristiques des deux isotopes les plus couramment utilisés sont 

détaillées dans le tableau ci-dessous. 

 
Tableau 3: caractéristiques des radioisotopes majeurs utilisés pour la TEP du SNC (11). 

1. Radiochimie du carbone-11 

Il existe une multitude de réactions nucléaires pour produire du carbone-11 (11,25). La méthode 

usuelle est le bombardement d’une cible gazeuse d’azote avec des protons. Un grand nombre 

d’agents réactifs marqués au carbone-11 existe mais tous n’ont pas le même spectre d’application. 

La plupart peut être obtenue directement dans la cible ou via une réaction chimique utilisant le 11CH4 

ou le 11CO2. L’addition d’hydrogène dans la cible donne du 11CH4 et l’addition d’oxygène donne du 
11CO2. Le 11CO2 reste aujourd’hui le réactif de marquage le plus polyvalent (Figure 7]. 

 
Figure 7 : les différentes voies d’obtentions des réactifs de marquage à partir du 11CO2 (11). 

 

2. Radiochimie du fluor 18 

 

Le fluor-18 est le radioisotope le plus désirable en imagerie TEP (11). En effet, sa demi-vie de 110 min 

(contre 20 min pour le carbone-11) autorise la réalisation de synthèse multi-étapes, des examens TEP 

plus longs. Ceci est particulièrement utile dans le cas des radiotraceurs à demi-vie 
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pharmacocinétique longue et une utilisation dans des centres dépourvus de cyclotrons. Il existe 

différentes réactions pour la production de fluor-18. Différentes cibles sont utilisées en fonction de la 

forme d’agents réactifs que l’on veut obtenir à savoir la forme électrophile et la forme 

nucléophile(25). 

 

Les substitutions nucléophiles aliphatiques et aromatiques directes (Figure 8) sont les plus utilisées. 

Pour le cas du marquage de protéines, l’objectif est de préparer un précurseur possédant 2 blocs 

fonctionnels reliés par un « linker » : Un bloc permet la substitution nucléophile du fluor-18 et un 

bloc permet la fixation sur la cible. 

Figure 8 : schéma réactionnel d’une substitution nucléophile directe. 

Ces deux types d’approche permettent le marquage de molécules de toutes tailles. On notera 

cependant que les grosses molécules utilisées en TEP sont majoritairement des protéines. Etant 

donné leur demi-vie pharmacocinétique longue dans l’organisme susceptible de provoquer une 

exposition radioactive importante, elles sont plutôt radiomarquées avec des métaux radioactifs. 

 

L’usage de réactions de substitutions électrophiles est moins répandu. En effet, les activités 

spécifiques obtenues avec ce type de réactions sont basses. Toutefois, Michael Honer cite une 

méthode récente qui a montré la possibilité de synthétiser un agent électrophile avec une haute 

activité spécifique (30). 

 

3. Le concept de « click-chemistry » 

 

Ce concept récent consiste à combiner la spécificité d’action d’un anticorps et la synthèse de 

radiotraceurs TEP (11). En résumé, il s’agit d’injecter un anticorps possédant un groupe chimique 

spécifique préparé pour accueillir, une fois que l’anticorps a atteint sa cible, une molécule 

radiomarquée. Lors de la rencontre des deux éléments, une réaction dite de « click chemistry », 

permet la liaison covalente des deux éléments. Aujourd’hui, il s’agit de développer ce type 

d’approche en neurologie. Le défi majeur étant de trouver des anticorps susceptibles de passer la 

BHE. 
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4. Procédé de synthèse 

Comme cité précédemment, il est nécessaire d’automatiser les synthèses de radioisotopes. Ceci 

permet d’assurer une reproductibilité de la synthèse et un contrôle des paramètres critiques de la 

radiosynthèse (activité spécifique, rendement de la réaction…). A titre d’exemple, le schéma ci-

dessous représente le dispositif de synthèse du radiotraceur [18F]F13640. 

 
Figure 9 : ligne de radiosynthèse du [18F]F13640 mise au point au CERMEP, Lyon. 

 

5. Contrôle qualité du produit fini 

Le produit fini issu de la synthèse est analysé par Chromatographie Liquide Haute Performance 

(HPLC) couplée avec un détecteur de radioactivité. Ce contrôle de sécurité permet de déterminer 

l’activité spécifique de la radiosynthèse, l’identification du produit fini et sa pureté. Une fois contrôlé, 

le produit est conditionné dans une seringue et formulé de sorte que la radioactivité corresponde à 

celle imposée par le protocole.  
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6. Imagerie préclinique du radiotraceur 

 

L’imagerie TEP préclinique est bien décrite dans la littérature. Elle fait appel à diverses techniques qui 

sont à adapter selon le modèle animal utilisé (14). En effet, les paramètres d’acquisition de la 

caméra, le temps d’acquisition, la dose injectée varient selon la taille de l’animal.  

 

Dans son article, Geneviève Van de Bittner explique que l’évaluation la plus effective en terme de 

temps pour évaluer un radiotraceur du SNC est de passer directement au radiomarquage et à 

l’évaluation préclinique du radiotraceur en négligeant l’étape d’évaluation biochimique (12). Ceci 

permet une analyse et une comparaison directes de la cinétique du radiotraceur et de sa liaison sur 

sa cible in vivo (« target engagement »). Ce passage direct à l’évaluation in vivo permet d’éviter 

d’écarter de potentiels radiotraceurs possédant des propriétés in vitro peu attrayantes à savoir une 

faible liaison spécifique et une faible sélectivité.  

 

La première étape consiste à vérifier la pénétration cérébrale du radiotraceur. Pour cela, on 

représente à partir des courbes-temps-activité ou TACs, le pourcentage de dose injectée dans le 

cerveau entier ou dans la région cérébrale riche en cible (%ID/cc) en fonction du temps. Selon les 

règles de laboratoire, les radiotraceurs avec un pourcentage d’ID/cc au-delà de 0.1% chez le rat et 

au-delà de 0.01% chez le primate dans les 5 min post-injection, ont une pénétration satisfaisante de 

la BHE (12).  

 

Quand un candidat radiotraceur démontre une bonne pénétration de la BHE, la deuxième étape 

consiste à prouver la spécificité de la liaison sur la cible cérébrale via des études de blocage 

homologue. Les animaux sont prétraités avec le composé non marqué équivalent au radiotraceur, 

avant l’injection de celui-ci. Si le composé non marqué entre en compétition avec la liaison du 

radiotraceur, le signal obtenu sur l’image sera réduit, indiquant une liaison spécifique. L’analyse de 

ces données doit être faite avec précaution parce que le blocage des sites de liaison du radiotraceur 

par son équivalent non radiomarqué augmente la fraction libre du radiotraceur dans le plasma et 

donc le signal TEP par rapport à celui obtenu chez les animaux contrôles. Cet effet doit être pris en 

compte en normalisant l’absorption du radiotraceur et en corrigeant le signal propre au radiotraceur 

de celui obtenu par ses métabolites. Ces étapes, résumées dans la Figure 10, constituent le prérequis 

nécessaire pour effectuer une modélisation de la pharmacocinétique du radiotraceur pertinente. 
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Figure 10 : étapes de normalisation des courbes cinétiques obtenues pour un radiotraceur cérébral (12). 

 

On doit ensuite évaluer que le radiotraceur est effectivement bien lié à sa cible parce qu’il est 

possible que ses métabolites se lient à d’autres cibles. Ces études sont nommées « on-target specific 

binding ». Cette vérification s’effectue par des études de blocage hétérologue. Autrement dit, on 

prétraite les animaux avec plusieurs composés de structure différente du radiotraceur et connus 

pour se fixer sur la même cible. Comme dans l’étape précédente, on s’attend à obtenir une 

diminution des aires sous les courbes des TAC. L’autoradiographie (méthode ex vivo) et l’utilisation 

de modèles dits «knock-out», c'est-à-dire dépourvus de cible, peuvent vérifier cette liaison 

spécifique. L’autoradiographie permet aussi de corréler la distribution régionale du traceur avec la 

distribution connue de la cible. 

 

La dernière étape est l’analyse cinétique qualitative. Elle est effectuée pour déterminer si le 

radiotraceur peut être testé chez l’homme. S’il est bien connu que la cinétique du radiotraceur varie 

selon les espèces, une analyse quantitative après le pic d’injection est robuste. Une pente importante 

après le pic après traitement par le composé non radioactif indique une diminution de potentiel de 

liaison ou BP mesurable sans prendre en compte les modifications de radioactivité plasmatique 

décrites plus haut. Par contre, une pente nulle après une telle expérience indique que le radiotraceur 

a une liaison irréversible ou que la cinétique d’élimination du traceur est très lente. Pour évaluer ces 

traceurs, il faut effectuer une injection en bolus ou selon un modèle bolus plus perfusion avec 

injection de composé homologue ou hétérologue (« challenge pharmacologique ») au milieu de 

l’examen TEP. Une diminution de pente après ces expériences de blocage indique une diminution de 

BP mesurable et un blocage réversible.  

Il est important de souligner que le challenge pharmacologique désigne les expériences pour 

lesquelles on injecte un compétiteur en cours d’acquisition. L’expérience de blocage consiste à 

bloquer les récepteurs avant l’injection du radiotraceur. Le challenge pharmacologique permet de 
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mesurer un déplacement. Les études de blocage permettent de mesurer une occupation de 

récepteurs et de mettre en évidence la liaison spécifique d’un radiotraceur. 

 Modélisation pharmacocinétique du radiotraceur 

 

1. Généralités 

 

La modélisation de la cinétique du radiotraceur est une étape clé de son développement. Elle permet 

d’expliquer à l’aide d’un modèle d’équations différentielles, les différentes cinétiques obtenues dans 

les régions cérébrales. Si plusieurs articles de revue développent les bases fondamentales de la 

modélisation (31–46), il nous parait utile de réexpliciter la démarche de la modélisation 

pharmacocinétique d’un radiotraceur TEP cérébral.  

 

2. Modèle pharmacologique ligand-récepteur 

 

La modélisation en imagerie TEP a pour but de déterminer l’affinité d’un ligand (Kd) pour un 

récepteur donné et la concentration de récepteurs dans différentes régions cérébrales (Bmax). Sa 

finalité est d’avoir une image quantifiée et non uniquement qualitative afin d’avoir une approche 

moins descriptive des processus physiopathologiques en neurologie et psychiatrie (36). Elle utilise un 

modèle régit par la loi d’action de masse qui simule la pharmacocinétique du traceur entre le 

compartiment vasculaire et le compartiment tissulaire. Les données expérimentales obtenues 

permettent, avec le modèle établi, de déterminer tous les paramètres pharmacocinétiques du 

traceur. La connaissance de ces paramètres permettra la détermination du Kd et du Bmax dans chaque 

région cérébrale prédéfinie. Dans un contexte de mesure in vivo, on utilise plutôt la notation Bavail 

(concentration de récepteurs totale disponible), la notation Bmax concernant les mesures in vitro. Les 

deux finalités de la modélisation sont premièrement de trouver une explication aux différentes 

cinétiques cérébrales, trouver un lien entre la mesure dynamique TEP et la fonction étudiée. 

Deuxièmement, il s’agit de donner une valeur quantitative aux paramètres d’un modèle de fixation 

sous forme d’indice de liaison ou « binding potential ». La modélisation fait appel à un grand nombre 

de modèles différents. Nous détaillerons ici uniquement le modèle de référence. 
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3. Définition du modèle compartimental de base modélisant l’échange ligand 

récepteur. 

 

Le modèle se base sur un système d’équations différentielles d’échange ligand-récepteur bien établi 

que l’on cherche à résoudre. Il est composé de quatre compartiments : un compartiment 

plasmatique, un compartiment qui retient le ligand marqué libre, un compartiment qui retient le 

ligand lié et un compartiment qui représente la liaison non spécifique. Ce dernier compartiment peut 

être négligé dans certaines modélisations dans le cas où l’on considère que les constantes k5 et k6 

sont très faibles par rapport aux autres. 

 

 
Figure 11 : modèle de base de la modélisation échange ligand récepteur in vivo (36). 

 

4. Nomenclature du modèle compartimental 

 

En 2007, un consortium de « leaders » d’opinion en neuroimagerie TEP a publié un article définissant 

une nomenclature universelle pour les paramètres des modèles pharmacocinétiques TEP et leurs 

indices de liaison (37).  

 

5. Définition de la méthode expérimentale optimale 

 

La méthode optimale pour résoudre ce modèle consiste à utiliser un protocole TEP multi-injection 

(31,32) : une injection de ligand « chaud » (radioactif) à dose traceuse ; une injection de déplacement 

par injection de ligand « froid » (non radioactif à dose pharmacologique) pour déplacer le ligand 
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chaud de sa cible ; une co-injection de ligand radioactif-non radioactif où l’on fait en sorte de saturer 

les récepteurs par le ligand non radioactif Ce modèle de multi-injection est le modèle optimal 

puisqu’il permet d’obtenir en une expérience des informations sur la saturabilité du système et la 

liaison spécifique et non spécifique du ligand. 

 

6. Définition et résolution d’un modèle utilisé dans la méthode expérimentale 

optimale 

 

Dans le modèle triple-injection du Flumazenil (47), trois compartiments sont dédoublés (trois 

compartiments pour le ligand chaud et trois compartiments pour le ligand froid) selon le modèle ci-

dessous.  

 
Figure 12 : modèle à 3 compartiments des interactions ligand-récepteur (38). 

 

L’écriture du système du modèle aboutit aux équations suivantes : 

 
 

Figure 13 : équations différentielles obtenues pour le ligand marqué et non marqué (38). 

Le système définissant la fonction d’entrée du ligand chaud est définit par l’équation suivante : 

 
Figure 14 : équation définissant la fonction d’entrée du modèle (38). 
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On utilise un algorithme pour résoudre le système d’équations différentielles nourri par les courbes 

d’activités temporelles de chaque région pour déterminer l’ensemble des paramètres et la fonction 

d’entrée ou «estimation de la concentration plasmatique artérielle d’activité du traceur non 

métabolisé » (36). On réalise un ajustement des valeurs prédites par le modèle avec les valeurs 

mesurées en TEP. 

 

La méthode de référence, dite gold standard, de la mesure de la fonction d’entrée dans un protocole 

TEP, consiste à réaliser des prélèvements artériels réguliers à partir du temps d’injection. Les 

prélèvements sont réalisés à intervalles très courts au début de l’injection - pour détecter le pic 

d’injection avec précision - puis à intervalles de plus en plus larges au fur et à mesure de l’acquisition 

TEP qui dure entre 100 et 180 min. Les échantillons sanguins sont utilisés d’une part pour 

détermination de la radioactivité plasmatique et sanguine à l’aide d’un compteur et d’autre part 

pour le comptage des métabolites par HPLC. Ces mesures permettent d’obtenir une courbe 

plasmatique totale de ligand libre non métabolisé et la fonction d’entrée corrigée des métabolites. 

 

L’utilisation d’une méthode de multi-injections et d’une mesure de fonction d’entrée par 

prélèvements artériels est optimale. Toutefois, elle est cliniquement difficile à appliquer en pratique 

clinique. Le temps d’acquisition TEP est long (100 à 180 min), la pose d’un cathéter artériel est un 

geste invasif. Par ailleurs, la méthode nécessite un personnel qualifié pour la réalisation de l’examen 

et le traitement des échantillons sanguins. 

 

La résolution d’un tel modèle avec l’approche gold standard permet de quantifier l’ensemble des 

paramètres du modèle et de simuler des cinétiques TEP obtenues dans des conditions 

expérimentales variées. Cette détermination exhaustive des paramètres permettra ensuite de 

simplifier le modèle d’équations et de déterminer un nombre plus réduit de paramètres ou d’index 

liés aux paramètres du modèle. On peut donc, sous réserve d’un certain nombre d’hypothèses, 

utiliser des méthodes simplifiées qui évitent les prélèvements sanguins artériels. Pratiquement, pour 

modéliser la pharmacocinétique cérébrale d’un traceur TEP, on réalise sur un nombre restreint de 

sujets, le protocole le plus optimal possible (multi-injection) et une détermination de la fonction 

d’entrée par prélèvements artériels. Les données obtenues permettront de construire le modèle 

pharmacocinétique du traceur. On simplifie ensuite le modèle chez les sujets suivants en évitant 

toute prise de sang artériel. 

Il existe, en marge de ce modèle de référence, une série de modèles variés et qui sont applicables 

dans des conditions expérimentales plus simplifiées (injection bolus simple par exemple). L’objectif 
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est de trouver le modèle le plus approprié parmi tous les modèles existants : modèles à 1 

compartiment et à 2 compartiments (41–43), les modèles pour ligands irréversibles (44). 

 

7. Modélisation simplifiée 

 

La modélisation simplifiée est pratiquée après construction du modèle par prélèvements artériels 

chez un nombre restreint de sujets. L’objectif de la modélisation simplifiée est de calculer les 

paramètres pharmacocinétiques du modèle sans avoir recourt aux prélèvements artériels pour 

déterminer la fonction d’entrée. Pour s’affranchir de tout prélèvement artériel, il est nécessaire de 

réduire le nombre de paramètres à identifier dans le modèle compartimental. Six hypothèses sont 

formulées pour simplifier le modèle (36):  

(1). Le radioligand provient d’une source unique : le compartiment vasculaire.  

(2). Le radioligand s’échange librement entre le compartiment vasculaire et le compartiment libre.  

(3). Les échanges entre compartiments sont régis par des cinétiques de premier ordre : les 

paramètres de vitesse d’échange entre compartiments sont constants au cours de l’expérience.  

(4). Les échanges entre compartiments libre et non spécifiquement lié s’équilibrent rapidement.  

(5). La fraction non métabolisée du radioligand dans le plasma s’équilibre rapidement avec les 

protéines du plasma. La fraction libre du radioligand dans le plasma est constante au cours de 

l’expérience.  

(6). Le volume de distribution dans le compartiment libre des régions riches en récepteur est 

identique au volume de distribution dans le compartiment libre des régions dépourvues de 

récepteurs. Le volume de distribution est défini en TEP par le rapport des concentrations tissulaires 

et plasmatiques. 

 

Contraindre le modèle compartimental via la formulation de telles hypothèses permet d’introduire 

des indices simplifiés reliés au Bavailable et au Kd du ligand sans utiliser de fonction d’entrée. Le premier 

groupe d’indice correspond au volume de distribution (Vt ou volume de distribution tissulaire, Vs ou 

volume de distribution dans le compartiment de liaison spécifique et Vnd ou volume de distribution 

dans le compartiment de liaison non spécifique). Le deuxième groupe d’indices correspond au 

potentiel de liaison BP. Le calcul de tels indices est relié à un nombre restreint de paramètres (dits 

macro-paramètres et micro-paramètres) du modèle pharmacocinétique. 
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8. Méthodes de résolution simplifiée des modèles 

 

Plusieurs méthodes permettent de déterminer des index simplifiés.  

Parmi elles, figure la méthode de la région de référence (36). Son principe repose sur la recherche 

d’une région de référence dépourvue de récepteurs et qui remplit l’hypothèse 6 [Le volume de 

distribution dans le compartiment libre des régions riches en récepteur est identique au volume de 

distribution dans le compartiment libre des régions dépourvues de récepteurs].  

L’identification de cette région de référence permettra ensuite de calculer les paramètres k1, k2, 

kon/Vr, koff et Bavail.  

La méthode graphique de Logan (39) repose sur la construction d’un graphique contenant les 

courbes de concentrations du traceur dans la région de référence et les courbes du traceur dans la 

région cible qui est linéaire et tend vers une droite asymptotique. La pente de cette droite 

correspond au volume de distribution relatif de la région cible. Il permet de calculer le potentiel de 

liaison BPnd.  

La méthode « Single Reference Tissue Model » (SRTM) permet la constitution d’un nouveau système 

d’équations différentielles (40). La solution optimale de ce système permet de déterminer le BPnd, k2 

et R1 (rapport k1 région d’intérêt/ k1 région de référence).  

La méthode « Simultaneous Estimation » (SIME) correspond à l’estimation simultanée de l’ensemble 

des paramètres du modèle compartimental et de la fonction d’entrée (46). Elle permet une 

quantification du volume de distribution qui permet une estimation du potentiel de liaison du ligand. 

Cette méthode nécessite les courbes temps-activité des différentes régions cérébrales et un point 

artériel prélevé à un temps optimal. L’ensemble des données est ensuite intégré dans une fonction 

de coût qui sera minimisée de façon à déterminer les paramètres du modèle et sa fonction d’entrée. 

Les méthodes d’imagerie paramétrique constituent une alternative.  

En effet, toutes les méthodes citées ci-dessus utilisent les courbes temps-activité de régions 

cérébrales d’intérêt basées sur des atlas anatomiques ou tracées manuellement. L’imagerie 

paramétrique résonne sur une modélisation compartimentale de chaque voxel et permet de 

s’affranchir de cette délimitation des régions cérébrales (36). On obtient ainsi une image du 

paramètre DVR si on applique la méthode du Logan ou une image de BPnd, k2 et R1 pour la méthode 

SRTM. 
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 Le passage à l’homme 

1. Généralités 

 

Le premier passage à l’homme d’un nouveau radiotraceur est un processus long qui fait appel à des 

connaissances essentiellement règlementaires. En effet, il s’agit comme le médicament ‘classique’ de 

constituer un dossier d’essai clinique rassemblant toutes les informations nécessaires pour examen 

par l’Agence Nationale de la Sécurité du Médicament (ANSM) et le Comité de Protection des 

Personnes (CPP). Les grandes lignes de la constitution d’un essai clinique sont détaillées dans un 

formulaire de référence publié par l’ANSM et qui s’intitule « Avis aux promoteurs d’essais cliniques 

de médicaments, y compris les essais cliniques portant sur les médicaments de thérapie innovante 

(MTI) ».  

A la lecture de cet intitulé,  on comprend déjà le statut ‘limite’ du radiotraceur dans les textes. En 

effet, la matrice que l’on utilise n’évoque dans son titre que l’élaboration de dossiers pour des 

médicaments expérimentaux. Le radiotraceur doit-il être considéré comme tel ? Même s’il est défini 

comme médicament dans l’article L.5121 du Code de la Santé Publique- Médicament 

radiopharmaceutique, tout médicament qui, lorsqu'il est prêt à l'emploi, contient un ou plusieurs 

isotopes radioactifs, dénommés radionucléides, incorporés à des fins médicales – son statut de 

médicament expérimental, une fois que son premier passage à l’homme est effectué, demeure 

discutable. Par ailleurs, aucun texte règlementaire particulier n’évoque exhaustivement le contenu 

d’un dossier d’essai clinique pour un radiotraceur. La règlementation concernant ces essais est donc 

relativement floue et fait appel à des sources règlementaires variées essentiellement représentées 

par les recommandations de l’ICH (International Conference of Harmonization), de l’EMEA (European 

Agency for the Evaluation of Medicinal Products) et de l’ICRP (International Commission for 

Radiological Protection). Ces recommandations portent sur la toxicologie, l’exposition engendrée par 

le radiotraceur, les bonnes pratiques de fabrication et de laboratoire. Comme décrit précédemment, 

il y a un manque patent de guide uniformisé d’élaboration de ce type particulier d’essai. Ces 

difficultés ont toutefois poussé certains chercheurs à publier des synthèses recensant les prérequis 

majeurs pour construire un dossier d’essai clinique de premier passage à l’homme en Europe et aux 

Etats-Unis (48–50). La Figure 15 récapitule l’ensemble des éléments du dossier d’essai clinique de 

premier passage à l’homme pour un radiotraceur et quelques sources réglementaires fondatrices. Le 

protocole de l’essai clinique est soumis au Comité de Protection des Personnes (CPP) et à l’ANSM. Le 

Dossier du Médicament Expérimental et la Brochure investigateur sont soumis uniquement à 

l’ANSM. 

* 
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FAEC : Formulaire d’autorisation d’essai clinique. CAEC : Courrier d’Autorisation d’Essai Clinique 

 

Figure 15 : schéma récapitulatif du contenu du dossier d’essai clinque de premier passage à l’homme 

d’un radiotraceur. 

Si la qualité du radiopharmaceutique est détaillée dans le dossier clinique selon les normes imposées 

par la pharmacopée européenne et les directives de l’EANM (European Association of Nuclear 

Medicine), on observe aussi que la sécurité toxicologique et radiologique du radiotraceur est l’ 

élément clé du dossier. En effet, tous les essais cliniques sont en accord avec la déclaration d’Helsinki 

qui impose pour toute recherche clinique une évaluation du risque encouru par les patients se 

prêtant à la recherche (51). Dans la phase de développement précoce du radiotraceur, différents 

types de cas sont possibles : le radiotraceur peut être nouveau c’est-à-dire qu’aucune donnée 

toxicologique ou de cas clinique n’est renseignée. Le radiotraceur peut être lié au développement 

d’un candidat médicament et dans ce cas des données complètes de toxicologie sont disponibles. 

Enfin, le traceur peut être décrit dans la littérature de recherche fondamentale sans pour autant que 

des effets indésirables soient notifiés et les données toxicologiques ne sont pas dans le domaine 

public. Il faut donc adapter la rédaction des dossiers selon les données précliniques voire cliniques 

(celles des candidats médicaments correspondants). Comme nous le constaterons dans notre étude 

expérimentale à venir, le point flou est la nécessité de fournir de nouvelles données toxicologiques 

d’un traceur dont le médicament ou le candidat médicament a déjà fait l’objet de telles études. 
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2. Pharmacologie de sécurité 

 

Toxicologie préclinique 

L’ensemble des données de toxicologie précliniques requises pour envisager un premier passage à 

l’homme est décrit dans la section 7.1 de l’ICH M3 (R2) qui s’intitule « Guideline on Nonclinical Safety 

Studies for the conduct of Human Clinical Trials and Marketing Autorisation for Pharmaceuticals » 

(52). Ces directives s’adressent à l’usage de microdoses (<100µg) dans des essais cliniques 

exploratoires et sont applicables aux Etats-Unis, en Europe et au Japon. Dans ce contexte, le panel 

d’études toxicologiques est simplifié par rapport à ce qui est habituellement demandé pour tester un 

médicament expérimental. En résumé, il est demandé une objectivation de la cible du radiotraceur 

par des données in vitro ainsi qu’une étude toxicologique prolongée d’administration intraveineuse 

unique chez des rongeurs pour justifier l’usage de microdoses. On notera que ces directives 

s’appliquent pour des essais cliniques exploratoires de petite envergure. En effet, si l’exposition à un 

nombre important de sujet est notable, les données de toxicologie précliniques devront être plus 

étayées. 

Dosimétrie 

Il est par ailleurs nécessaire d’estimer le risque encouru par les sujets, posé par l’exposition de 

l’organisme aux rayons ionisants. Il existe une grande variété de recommandations selon les pays. 

Etant donné ces disparités, les données uniformisées de l’ICRP définissent un seuil maximal de 10 

mSv chez le volontaire sain (53). On peut expliquer ces disparités de seuil et d’exigences selon les 

pays par le fait que le statut de radiotraceur n’est pas encore bien assimilé par la communauté 

réglementaire. Ainsi, Michel Honer, du Roche Innovation Center à Bâle, explique que la loi fédérale 

américaine, et plus spécifiquement la partie 361 du code réglementaire fédéral, définit des normes 

de doses équivalentes par organes (11). Toutefois, ces directives ne s’appliquent pas aux 

radiotraceurs réellement nouveaux. Elles nécessitent le renseignement que la quantité de substance 

active utilisée n’a aucun effet pharmacologique sur les êtres humains. On se trouve donc dans une 

impasse réglementaire puisque pour le développement précoce d’un radiotraceur aucune donnée 

clinique n’est disponible. A contrario, la réglementation d’un médicament dit « exploratoire » (« 

exploratory investigational new drug ») n’exige pas de limite dosimétrique explicite. Les dossiers sont 

analysés au cas par cas. La clarification réglementaire du statut du radiotraceur est un enjeu majeur 

pour leur développement. 
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En résumé, le cas du développement des radiotraceurs agonistes est complexe à argumenter dans les 

dossiers. En effet, il faut démontrer que l’on utilise un agoniste non pas pour ses propriétés 

effectrices susceptibles de provoquer un effet clinique mais pour son tropisme particulier sur des 

récepteurs. On utilise des microdoses qui empêchent tout effet pharmacologique. Cette notion 

d’utilisation d’un agoniste radiotraceur sans effet clinique attendu reste compliqué à faire admettre à 

la communauté réglementaire, habituée au cadre du médicament à doses pharmacologiques. 

Les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) 

La réalisation d’un essai clinique requiert de la part du promoteur des exigences de qualité du 

produit expérimental testé. Ces exigences sont détaillées dans la Pharmacopée Européenne.  

Les dernières années ont fait l’objet de nombreux questionnements quant aux directives de synthèse 

des radiopharmaceutiques en recherche clinique. En effet, la pharmacopée impose des normes 

réglementaires aux médicaments expérimentaux. Les radiotraceurs sont une classe bien particulière 

de produits expérimentaux qui remet parfois en cause le cahier des charges prédéfini. Par exemple, 

la pharmacopée impose des tests de stérilité. Toutefois, les radiotraceurs sont administrés 

directement après leur radiosynthèse et les résultats des tests de stérilité sont obtenus à partir de 2 

à 3 semaines. Les normes de qualité du produit expérimental ne sont pas toujours évidentes à 

appliquer pour le radiopharmaceutique (11). Par ailleurs, dans le cadre des mesures de 

radioprotection des personnels, les pressions des zones critiques sont gardées inférieures à celles des 

alentours alors que les Bonnes Pratiques de Fabrication recommandent une pression plus haute dans 

les zones de production pour éviter toute contamination (11). Les recommandations de la 

Pharmacopée Européenne s’accompagnent de directives spécifiques aux radiotraceurs. Ces 

directives sont issues d’un consortium de plusieurs experts affiliés à l’Association Européenne de 

Médecine Nucléaire (EANM). L’article fondateur aborde les bonnes pratiques de fabrication des 

radiopharmaceutiques à faible échelle (54). Par ailleurs, une directive européenne datant de 2014 

(N°536/2014) évoque l’assouplissement des bonnes pratiques de fabrication pour les 

radiopharmaceutiques à faible échelle de production (55). Cette adaptation est essentielle pour 

éviter le flou qui règne dans le domaine du développement des radiotraceurs. Enfin, Michael Honer, 

cité précédemment, évoque un point confus concernant la fabrication du radiopharmaceutique (11). 

Il pose la question des prérequis nécessaires du précurseur de synthèse. Doit-il être fabriqué selon 

les bonnes pratiques de fabrication ? Peut-on s’affranchir de cette norme ? En effet, dans les 

processus de synthèse des radiotraceurs, les étapes de purification de caractérisation de la qualité du 

produit n’interviennent qu’en fin de synthèse. Par ailleurs, le précurseur de synthèse n’entre pas 

dans la définition de « substance active » -substance nécessitant une fabrication selon les bonnes 
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pratiques-explicitée dans la pharmacopée européenne (56). Toutefois, en Europe, il est indispensable 

que le précurseur réponde nécessairement aux bonnes pratiques de fabrication. 

Méthodologie d’évaluation du radiotraceur chez l’homme 

La méthodologie suivie chez l’homme recoupe celle utilisée en préclinique. La première étape est 

d’évaluer l’absorption et la biodistribution cérébrales chez des volontaires sains. Le protocole 

habituel se compose d’une acquisition dynamique d’images TEP accompagnée de prélèvements 

artériels réguliers pour obtenir la fonction d’entrée artérielle corrigée des métabolites. Ces données 

permettent la modélisation compartimentale du radiotraceur.  

L’analyse des courbes temps-activité (TACs), chez au moins deux sujets, permet de savoir comment 

le radioligand entre dans le cerveau. Idéalement, le pic cérébral doit coïncider avec le pic 

plasmatique. La distribution du radiotraceur doit être en accord avec celle de la cible, la distribution 

de la cible étant déterminée par des études post-mortem. Le profil cinétique du radiotraceur doit 

présenter un ratio liaison spécifique sur liaison non spécifique optimal. Aucun métabolite ne doit 

entrer dans le cerveau. On doit observer une absorption claire et une élimination rapide. Enfin, 

l’analyse des TACs permet la détection d’une éventuelle défluorination dans le cadre des 

radiotraceurs marqués au fluor-18.  

La deuxième étape consiste à réaliser des études de blocage de la cible. On compare un scanner TEP 

sans intervention pharmacologique et un scanner obtenu après injection d’un composé homologue 

ou hétérologue à dose pharmacologique pour bloquer la liaison spécifique du radioligand et valider 

la liaison à sa cible. Ces données permettent aussi de tester la validité d’une région de référence, 

région dépourvue de cible et insensible aux pré-injections. Il s’agit d’une étape importante 

puisqu’elle permet de réaliser une quantification complète de la cible en s’affranchissant de 

prélèvements artériels qui constituent une manœuvre invasive et lourde. In fine, l’objectif est 

d’obtenir une fonction d’entrée indirecte par l’image. On peut aussi appliquer des méthodes de 

quantification sans région de référence.  

Ensuite, il s’agit d’effectuer la mesure de variabilité de la liaison du radiotraceur via une étude de 

test-retest : on étudie la variabilité intra sujet et la variabilité inter sujet du signal. Une étude de 

dosimétrie par réalisation d’un scanner corps entier est recommandée avant d’utiliser le traceur pour 

répondre à des questions de recherche.  

On notera que les propriétés requises pour un radioligand dépendent de ses applications. Un 

radioligand mesurant la libération de neurotransmetteur montrera une faible reproductibilité due à 

sa sensibilité importante à un neurotransmetteur. Un radioligand mesurant un nombre de sites 

disponibles doit montrer un signal stable et reproductible dans le temps. Le tableau ci-dessous 

récapitule les étapes pour effectuer un passage chez l’homme. 
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Tableau 4 : les étapes que doit franchir un radiotraceur TEP pour devenir un 

radiopharmaceutique injectable à l’Homme (11). 

 

IV. Quels sont les rôles identifiés des radiotraceurs en neuropharmacologie ? 

 

On abordera ici l’ensemble des applications fondamentales et cliniques des radiotraceurs TEP. La 

discussion s’adresse spécifiquement aux radiotraceurs ligands de neurorécepteurs. En effet, les 

autres radiotraceurs portant sur d’autres cibles que des récepteurs sortent du champ d’application 

de ce mémoire. Alors que théoriquement les domaines fondamentaux et cliniques de la science sont 

bien clivés, il est difficile d’en faire autant lorsque l’on aborde l’imagerie TEP. En effet, la TEP 

mélange les genres et on est contraint d’aborder ses applications en dehors du clivage classique : la 

recherche du domaine privé se mêle souvent à la recherche du domaine public. C’est pourquoi on 

constate souvent un développement de radiotraceur par un laboratoire académique concomitant à 
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celui d’un médicament par un laboratoire privé. Dans ce contexte, on évoquera les expériences 

communément utilisées et on détaillera leur place dans le développement du médicament. 

 

 Concepts fondamentaux 

3. Etude de la liaison aux récepteurs 

 

Mesures de densité des récepteurs 

La simple injection d’un radiotraceur permet d’évaluer la densité de récepteurs dans des conditions 

expérimentales différentes et d’effectuer une comparaison. Par exemple, on peut effectuer cette 

comparaison entre un état sain et un état pathologique. On peut aussi comparer la liaison entre une 

condition contrôle et une condition ou l’on injecte un médicament. On obtient ainsi des informations 

sur l’influence d’une condition sur la liaison d’un radiotraceur à un récepteur donné. 

Mesures d’occupation des récepteurs 

L’imagerie TEP permet aussi de mesurer le pourcentage d’occupation d’un médicament à partir d’un 

radiotraceur de référence. On compare les images obtenues à partir de la simple injection du 

radiotraceur avec celles obtenues avec pré-injection de médicament. Le pourcentage d’occupation 

des récepteurs s’exprime comme un ratio de potentiels de liaison comme suit (57): 

 

 
 

Figure 16 : équation d’occupation des récepteurs 

 

La détermination de ce pourcentage nécessite une région de référence pour le radiotraceur. 

Toutefois, il est possible de déterminer l’occupation des récepteurs sans région de référence dans 

l’hypothèse que l’occupation des récepteurs et que le Vnd sont uniformes dans toutes les régions 

cérébrales (58). On regroupe ces études sous le nom de « receptor occupancy studies ». 
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4. Mesures des variations de neurotransmetteurs endogènes 

 

Il s’agit ici d’évaluer les changements de liaison induits par l’introduction d’un compétiteur en cours 

d’acquisition (59). On parle alors de « challenge pharmacologique ». Ce compétiteur peut être le 

neurotransmetteur endogène. Dans ce cas, on utilise un médicament qui stimule le relargage de 

neurotransmetteur. Le compétiteur peut être un médicament agissant sur les mêmes sites que le 

radiotraceur. Il est aussi possible de se placer dans des conditions de déplétion d’un 

neurotransmetteur et de voir les changements de liaison du radiotraceur. Ces études permettent 

d’évaluer la sensibilité du radiotraceur et d’envisager des mesures d’occupation basales d’un 

neurotransmetteur donné. On peut ensuite confronter ce taux d’occupation basal à ceux obtenus 

dans diverses conditions expérimentales ou pathologiques. 

 

5. Etudes d’activation 

 

Enfin, on peut obtenir l’imagerie de l’impact de la prise d’un médicament ou de l’exécution d’une 

tâche sur la liaison d’un radiotraceur. Ceci permet de mettre en évidence l’implication d’une 

molécule, d’une tâche, sur un système de neurotransmission. L’ensemble de ces études se déclinent 

pour le développement du médicament. 

 

 Quelle est la place de la TEP dans le développement du médicament ? 

 

Le développement du médicament est un processus long et coûteux. Il existe un taux d’attrition 

important des différents candidats médicaments au cours de leur développement. L’imagerie TEP 

constitue un outil intéressant pour optimiser la recherche du médicament de sa phase précoce 

(phase 0) jusqu’aux phases de développement (phases 1 à 3), voire même au stade post-Autorisation 

de Mise sur le Marché (AMM). Ainsi, l’imagerie moléculaire TEP reste une méthodologie unique 

permettant d’accélérer le développement du médicament (60). 

 

En pratique, on réalise soit le radiomarquage du médicament sans changer sa structure, soit on 

utilise un radioligand de référence ayant la même cible que le médicament d’intérêt. Dans les deux 

cas, les examens TEP apportent des informations cruciales. 
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Les différents types d’études TEP qui peuvent être envisagées sont pour la localisation de la cible, la 

quantification de cette même cible, la caractérisation des phénotypes de maladies, l’évaluation de 

l’efficacité du composé, le « microdosing », les études pharmacocinétiques (Figure 17). 

 
Figure 17 : le rôle de l’imagerie TEP dans le développement du médicament (61). 

 

De manière plus exhaustive, les applications TEP dans le développement du médicament peuvent 

aller des premières phases précliniques jusqu’aux phases post-AMM les plus abouties (66), véritables 

outils au service du récent concept de « pharmacologie de précision ». 

 

 
 

Figure 18: rôle de l’imagerie TEP dans le développement du médicament et dans les études post-AMM 

(62).  



52 
 

 

La TEP permet ainsi de répondre à des questions centrales concernant la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamie du médicament-candidat (57,63): 

 

1. Dans le cas où le médicament peut être directement radiomarqué, quelle est sa 

biodistribution ? Quelle est la distribution du médicament dans le cas où il ne peut être 

radiomarqué ? On parle de « biodistribution study » et de « target exposure ». Ces études 

sont réalisées en phase 0 du développement et sont communément appelées études de « 

PET microdosing ».  

 

2. Est-ce que le médicament-candidat interagit avec la cible d’intérêt et de quelle manière ? On 

parle de « target engagement » ou « proof of target ».  

 

3. Quelle est la relation quantitative entre la concentration plasmatique et l’occupation de la 

cible, les paramètres pharmacocinétiques, les paramètres pharmacodynamiques ? On parle 

ici de « target receptor occupancy ».  

 

3’. Quel est ledegré d’occupation du récepteur par le médicament lorsqu’il produit un effet 

pharmacologique pertinent ? On parle ici de « proof of mechanisms ».  

 

 

 

Figure 19: illustration de l’intérêt des études de « target occupancy » pour optimiser le 

développement du médicament (62).  
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Dans ce cas présent, deux candidats médicaments sont évalués. L’imagerie TEP a permis de 

représenter l’occupation des récepteurs en fonction de la concentration plasmatique de chaque 

médicament. Des études annexes ont prouvé que l’effet pharmacologique est bénéfique pour une 

occupation de 80% des récepteurs. Sur les deux courbes, on voit que pour le médicament A, 

l’occupation de plus de 80% des récepteurs couvre une plage plus étendue de concentration 

plasmatique que le médicament B. Autrement dit, la fenêtre thérapeutique du médicament A est 

plus importante que celle du médicament B. Le laboratoire écarte donc la molécule B du 

développement. 

 

4. Le radiotraceur permet-il d’effectuer un suivi longitudinal pour contrôler l’effet du 

traitement ?  

 

4’. Quels sont les effets pharmacologiques succédant à cette interaction et combien de temps 

durent-ils ? Quels sont les effets du médicament sur la pathologie ? On parle ici de « proof of 

efficacy ».  

 

5. Est-il possible de stratifier des populations de patients pour accélérer l’essai clinique ou pour 

donner plus de valeur à la molécule ? Autrement dit, existe-t-il des groupes de patients 

répondeurs ?  

 

Les radiotraceurs de référence ou les médicaments radiomarqués constituent donc de réels 

biomarqueurs du développement. On peut les utiliser comme biomarqueur d’une activation 

pharmacologique et aussi bien comme biomarqueur d’une réponse pharmacodynamique. On 

notera qu’une même expérience en TEP peut répondre simultanément à plusieurs questions 

(57).  

 

Dans le sous-chapitre suivant, nous détaillerons la phase 0, application majeure des radiotraceurs 

TEP du SNC. 
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 Le cas de la phase 0 ou « PET microdosing » 

 

Les études de « PET microdosing » appartiennent aux études de biodistribution que l’on peut 

voir dans le développement d’un radiotraceur. Ce concept est bien décrit par Bergström et al 

(64). En pratique, ces études consistent à injecter une microdose ou dose infra-thérapeutique de 

candidat médicament, dans un contexte de développement précoce, pour obtenir des 

informations pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. On utilise soit des doses de 

médicament radiomarqué (si le médicament est facilement « radiomarquable » et que sa 

structure est inchangée), soit un radioligand de référence susceptible d’être déplacé lors de 

l’injection du candidat médicament (65). En général, on utilise des ligands de références parce 

que les conditions pour obtenir un bon candidat médicament radiomarqué sont difficiles à 

atteindre. 

 

Les informations recherchées sont majoritairement l’évaluation du passage de la BHE, la 

distribution cérébrale de la molécule, son métabolisme et sa sélectivité pour la cible. L’imagerie 

TEP a en effet une sensibilité de l’ordre du picomolaire et constitue un outil précieux pour une 

évaluation sécuritaire d’un candidat médicament chez l’homme avant même l’obtention 

complète des données de toxicologie. Dans l’hypothèse qu’il existe une corrélation entre les 

données pharmacocinétiques et pharmacodynamiques en microdose et à dose 

pharmacologique, ce type d’étude permet de prédire les paramètres du médicament utilisé à 

doses pharmacologiques (65). 

 

Dans ce contexte, l’EMEA (Agence Européenne d’Evaluation du Médicament) a défini la 

microdose comme étant le centième de la dose pharmacologique d’un médicament évaluée par 

des études in vitro et in vivo précliniques. Cette microdose ne doit pas dépasser 100 

microgrammes (66).  

 

Bon nombre de laboratoires pharmaceutiques ont intégré cette étape de microdosing dans leur 

schéma de développement sous la dénomination d’étape de phase 0. Il était effectivement 

important de démarquer cette phase de la phase 1 qui s’accorde plus à démontrer la tolérabilité 

et la sécurité du médicament que des informations PK et PD.  
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Figure 20 : nouveau modèle de développement intégrant la phase 0 (67). 

 

 

Du fait de l’innocuité apparente de cette phase 0 et de son usage dans la période très précoce du 

développement, l’EMEA et d’autres autorités réglementaires (FDA, …) ont proposé un 

assouplissement des prérequis de sécurité traditionnellement nécessaires pour un premier 

passage à l’homme (69). En effet, la réalisation d’une phase 0 comporte moins de risques 

iatrogènes qu’une phase 1 où l’on utilise des doses pharmacologiques de médicament. Toutefois, 

comme cité précédemment, la phase 0 est sujet à débats et controverses puisqu’il n’existe pas 

de recommandations claires quant aux prérequis sécurité nécessaires (65). 

 

Point non négligeable, l’émergence de cette phase 0 s’inscrit aussi dans la politique de limitation 

de l’usage des animaux pour l’expérimentation (65,67). En effet, l’intégration d’une phase 0 

bouleverse le schéma traditionnel de développement en intégrant le test chez l’homme de façon 

rapide.  
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Figure 21 : positionnement de la phase 0 dans le développement du médicament. La phase 0 permet 

une économie significative d’animaux utilisés lors des phases précliniques (68). 

 

Enfin, l’utilisation de cette phase 0 constitue un outil intéressant pour éliminer rapidement les 

médicaments candidats non prometteurs en procurant très précocement des données in vivo. 

Même si la TEP est une technique très coûteuse, elle s’avère bénéfique pour éviter le 

développement trop poussé (phase 1, 2 voire 3) de candidats non viables.  

 

 Le radiotraceur comme biomarqueur des pathologies neurologiques 

 

Il a bien été vu dans le paragraphe précédent que le radiotraceur TEP peut être, sous certaines 

conditions, un biomarqueur du développement.  

Si l’on se place plus dans un contexte pathologique, il apparaît que le radiotraceur TEP a aussi une 

place comme biomarqueur d’une pathologie neurologique ou d’un désordre neuropsychiatrique. En 

effet, il est possible en neuropharmacologie de mettre en évidence les changements de densité de 

récepteurs au niveau de plusieurs types de synapses (dopaminergiques, noradrénergiques, 

sérotoninergiques…) et de dresser de véritables cartes synaptiques d’une pathologie.  

Le travail de revue effectué par Nikolaus et col. de l’hôpital universitaire de Düsseldorf illustre bien 

cette application (69). L’équipe a rapporté l’ensemble des variations connues ou supposées de la 

densité de récepteurs dans diverses pathologies neurologiques. Ceci a permis de représenter des 
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cartes de variations de densité de récepteurs pour différents systèmes synaptiques par rapport au 

contrôle, notamment pour la maladie d’Alzheimer (Figure 22). 

 

 
Figure 22 : récapitulatif des changements synaptiques observés in vivo dans la maladie d’Alzheimer et 

positionnements des explorations par imagerie TEP (69). 

 

V. Synthèse 

Le développement d’un radiotraceur, des premières étapes  radiochimiques  aux frontières des 

explorations cliniques est un processus itératif et coûteux qui fait intervenir une multitude de 

compétences dans un contexte de screening haut débit (70).  

Il nécessite d’abord des connaissances biologiques aiguisées de la cible à atteindre. Le passage direct 

vers l’imagerie préclinique en évitant les étapes précédentes est envisageable pour optimiser le 

développement. Etant donné les variations inter-espèces, le passage rapide vers les études sur le 

primate est pertinent pour envisager un passage chez l’homme.  

Par ailleurs, la TEP est une imagerie dynamique qui impose des cinétiques de radiotraceurs suivant 

des paramètres précis et variant selon l’application envisagée. Ces exigences pharmacocinétiques et 

radio-physico-pharmaco-chimiques sont à l’origine d’un taux d’attrition important.  

Toutefois, la TEP s’avère être un outil efficace pour optimiser le développement du médicament des 

phases précoces aux phases post-AMM (Figure 23). 
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Figure 23 : les étapes du développement du radiotraceur. 
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CHAPITRE 2 : LE MODELE LIGAND-RECEPTEUR EN PHARMACOLOGIE 

 

La poursuite de notre exposé, qui a pour but de poser les bases nécessaires à la compréhension de 

nos études expérimentales, nécessite ici de préciser les principaux concepts pharmacologiques 

essentiels à la compréhension de l’interaction radiotraceur-récepteur. Nous partirons des concepts 

simplifiés pour aller vers des modèles plus élaborés appliqués à la neuroimagerie TEP. 

 

I. Modèle ligand-récepteur 

Le modèle ligand-récepteur obéit à un schéma simplifié et didactique, tel que représenté dans la 

Figure 24. 

 
Figure 24 : schéma illustrant le modèle simplifié ligand-récepteur(71). 

 

La liaison du ligand (en l’occurrence le neurotransmetteur) au récepteur entraîne une transduction 

du signal dans le domaine intracellulaire puis un effet physiologique à l’échelle macroscopique. Le 

modèle classique  ligand-récepteur est régi par la loi d’action de masse (Figure 25). 

 

 
Figure 25 : équation régissant le modèle ligand (L)-récepteur (R) (71). 
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En neuropharmacologie, le site principal de cette interaction est la synapse pharmacologique. 

 

La synapse est le lieu d’interaction entre l’axone ou projection d’un neurone et la dendrite d’un autre 

neurone. La transmission du signal sous forme électrique (différence de potentiel) est assurée entre 

les neurones par les neurotransmetteurs. Les récepteurs post-synaptiques assurent la transmission 

du signal. Les neurotransmetteurs possèdent chacun un mécanisme de recapture spécifique. Enfin, il 

existe un mécanisme de régulation de cette jonction interneuronale par l’intermédiaire de 

récepteurs présynaptiques qui stimulent ou inhibent le relargage de neurotransmetteurs dans le 

domaine extracellulaire. Les récepteurs présynaptiques peuvent être de même nature que les 

récepteurs postsynaptiques, on les appelle autorécepteurs. Les récepteurs présynaptiques peuvent 

être de nature différente des récepteurs postsynaptiques, dénommés hétérorécepteurs. 

 

II. Caractéristiques de la cible d’un ligand 

 

La cible d’un ligand ou récepteur doit répondre à cinq critères précis. Ces critères sont l’affinité, la 

saturabilité, la réversibilité, la stéréospécificité et la corrélation. Plus l’affinité d’un ligand pour sa 

cible est forte, plus cette cible a des chances d’être un récepteur. La liaison spécifique au récepteur 

est saturable contrairement à la liaison non spécifique. La liaison d’un ligand à sa cible est la somme 

de sa liaison non spécifique et de sa liaison spécifique (Figure 26).  

 
 

Figure 26 : représentation de la liaison spécifique et non spécifique d’un ligand en fonction de sa 

concentration (71). 

 

La plupart des interactions ligand–récepteur s’effectue selon un mécanisme réversible. Le site 

d’action du récepteur influence les effets d’un ligand et de ses isomères. Suivant le type de 



61 
 

configuration spatiale, le ligand provoque une réponse différente. Il doit exister une corrélation entre 

la liaison que l’on observe in vitro et les effets obtenus in vivo.  

 

III. Notion d’affinité, de spécificité et de sélectivité 

 

Un ligand est déterminé par son affinité pour son récepteur. Un ligand se caractérise aussi par sa 

spécificité, c'est-à-dire sa capacité à se fixer uniquement sur une ou plusieurs cibles. Sa sélectivité est 

sa capacité à fixer une seule cible en particulier. Par exemple, si un ligand se fixe uniquement sur les 

récepteurs sérotoninergiques, on dira qu’il est sélectif. Toutefois s’il se fixe sur des tissus, on dira 

qu’il n’est pas spécifique. 

 

IV. Caractérisation de la liaison spécifique d’un ligand 

 

La détermination de ces caractéristiques est faite selon des techniques de « binding » in vitro (sur des 

préparations subcellulaires ou des coupes de tissu) ou in vivo. En général, on utilise la radioactivité 

pour déterminer l’affinité du ligand d’intérêt. D’une part, l’objectif est de déterminer l’affinité du 

ligand pour sa cible. Concrètement, il s’agit de mesurer la constante de dissociation ou Kd du ligand 

exprimée en concentration (nM). Si le Kd est inférieur à 10 nM on pourra parler d’une affinité 

satisfaisante et d’une liaison spécifique. D’autre part, on détermine la densité de récepteurs ou Bmax 

souvent exprimée en fentomoles de ligands par milligramme de la préparation biologique. Pour 

déterminer ces paramètres, on peut dessiner la courbe de saturation de la liaison spécifique du 

ligand en fonction de sa concentration. Le Bmax correspond à la saturation maximale de la liaison 

spécifique. Le Kd correspond à la concentration pour laquelle la moitié des récepteurs sont occupés 

(Figure 27). 
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Figure 27 : courbe de saturation d’un ligand (71). 

 

Il est possible de linéariser cette représentation pour améliorer la précision de la méthode. On 

obtient ainsi une représentation de Scatchard (Figure 28). 

 
Figure 28 : représentation de Scatchard d’un ligand. B correspond à la concentration de ligand lié et F 

correspond à la concentration de ligand libre. B/F correspond au ratio de la concentration de ligand 

lié sur la concentration de ligand libre (71). 

 

Il est aussi possible de déterminer l’affinité d’un ligand en réalisant une expérience de compétition. 

On étudie dans ce cas la capacité du ligand à déplacer un ligand de référence. Dans ce cas, l’équilibre 

est régi par l’équation suivante : 

 
Figure 29 : équation modélisant l’interaction Ligand(L)-Récepteur(R)- (I)Inhibiteur (71). 
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On obtient ainsi une courbe sigmoïde qui permet de déduire l’IC50 ou concentration de ligand 

déplaçant 50% du ligand de référence. Cet indice est relié à la constante d’inhibition qui évalue 

comme le Kd l’affinité du ligand pour son récepteur. 

 
Figure 30 : équation reliant l’IC50 et le Ki du ligand testé (71). 

 

La méthode de détermination de l’affinité par réalisation d’expérience de saturation requiert l’usage 

de ligand radioactif. Dans le contexte du développement de radiotraceur, il arrive qu’aux stades 

précoces, le traceur ne soit pas encore marqué. La réalisation d’expériences de compétition utilisant 

un radioligand de référence permet d’utiliser le ligand non marqué et de définir son affinité. 

 

V. Définitions de l’agonisme et de l’antagonisme 

 

Un agoniste entier est un ligand qui produit une réponse maximale suite à sa liaison sur un 

récepteur. La réponse n'est pas proportionnelle au nombre de récepteurs occupés. Un agoniste 

partiel est un ligand qui produit une réponse après sa liaison mais celle-ci n’est pas optimale. Un 

agoniste inverse est un ligand qui produit une réponse inverse à celle qui est normalement induite 

par un agoniste. Enfin, un antagoniste est un ligand qui se fixe sur ses récepteurs et ne produit aucun 

effet physiologique. Son action est mise en évidence uniquement en présence d’agoniste. 

L’antagoniste peut être compétitif c'est-à-dire qu’il possède le même site de fixation que les 

agonistes du même récepteur. Dans ce cas, le blocage peut être inversé par de fortes doses 

d’agoniste. L’antagoniste peut être non compétitif, c'est-à-dire que son site de fixation sur le 

récepteur est différent de celui des agonistes. Lorsque l’on qualifie une molécule d’agoniste ou 

d’antagoniste, il faut faire preuve de prudence quant à l’attribution de ces qualificatifs. En effet, le 

caractère agoniste ou antagoniste d’un ligand dépend de la dose à laquelle il est utilisé. Un ligand 

peut, à petites doses, se comporter comme un agoniste et, à fortes doses, se comporter comme un 

antagoniste, par exemple. 
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VI. Caractérisation de l’effet du ligand : Notion de puissance et d’efficacité 

 

La construction de courbe effet-dose (Figure 31) permet de terminer la puissance et l’efficacité du 

ligand étudié. 

 
Figure 31 : courbe effet-dose (71). 

 

La concentration de l’agoniste provoquant 50% de l’effet maximal ou EC50 permet d’évaluer la 

puissance du ligand. Plus la concentration est faible plus le ligand est puissant. 
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Le pourcentage d’effet maximal permet d’évaluer l’efficacité du ligand. Un ligand produisant moins 

de 100% de l’effet maximal est appelé agoniste partiel. Un antagoniste compétitif diminue la 

puissance d’un agoniste mais son efficacité est inchangée (Figure 32). 

 

Figure 32 : effet d’un antagoniste compétitif sur la courbe effet-dose du ligand (d'après 73). 

 

Un antagoniste non compétitif modifie son efficacité mais sa puissance est inchangée (Figure 33). 

 
Figure 33 : effet d’un antagoniste non compétitif sur la courbe effet-dose du ligand (71). 
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VII. Le cas des récepteurs couplés aux protéines G 

 

Les récepteurs couplés aux protéines G représentent la plus grande famille de protéines 

membranaires (72). Ces récepteurs sont ubiquitaires et occupent des fonctions clés. Les altérations 

de leur fonctionnement sont à l’origine de pathologies majeures. Ils font donc l’objet d’une attention 

particulière par la communauté scientifique notamment pour développer de nouvelles cibles 

thérapeutiques (73,74).  

La liaison d’un ligand, entraîne une modification de conformation du récepteur responsable de son 

couplage. Ce couplage induit l’activation des protéines G et d’autres effecteurs tels que les arrestines 

à l’origine d’une activation cellulaire (75,76).  

Si l’agoniste stabilise le récepteur auquel il se lie dans une conformation dite active, l’antagoniste le 

stabilise dans une conformation dite inactive. L’agoniste inverse stabilise une conformation inactive 

mais inhibe l’activité basale du récepteur (77).  

Enfin, rappelons que les protéines G sont composées de sept hélices transmembranaires et d’une 

hélice sur la surface interne de la cellule. Les sept hélices membranaires sont connectées par trois 

boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires. La diversité des récepteurs couplés aux 

protéines G se caractérise par la variation de tailles de boucles intra et extracellulaires (72).  

 

 
Figure 34 : cycle d’activation des protéines G (73). 
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CHAPITRE 3 : PROBLEMATIQUE DE LA THESE 

 

I. L’imagerie TEP pour mesurer les fluctuations de neurotransmetteur 

endogène 

 

Le cerveau est un organe complexe dont les mécanismes de neurotransmission sont peu élucidés. 

Les taux basals synaptiques de neurotransmetteurs sont peu connus notamment chez l’espèce 

humaine. En recherche fondamentale, la mesure des taux endogènes de neurotransmetteur 

constitue une priorité. En effet, il est d’un intérêt majeur de connaître ces valeurs dans chaque 

région cérébrale et leur évolution dans un contexte pathologique donné. Ces éléments apporteraient 

des applications notamment sur le plan thérapeutique en donnant des solutions d’approches 

personnalisées pour optimiser l’ajustement thérapeutique d’un patient en fonction de ses taux 

basals de neurotransmetteurs. La méthode historique pour estimer ces taux est la microdialyse (78). 

La microdialyse consiste en l’introduction stéréotaxique d’une sonde dans une zone cérébrale avec 

recueil en continu de liquide extracellulaire et mesures consécutives par technique micro-analytique 

des concentrations de neurotransmetteurs. Cette méthode est invasive et inutilisable chez l’homme 

(sauf rares situations en réanimation neurologique). Enfin, elle calcule une concentration synaptique 

(en fait une concentration extracellulaire) dans une seule région cérébrale focalisée.  

Dans ce contexte, la TEP peut avoir un positionnement tout à fait original. En effet, la TEP utilise des 

ligands sélectifs qui peuvent entrer en compétition des neurotransmetteurs endogènes. Avec le 

développement des premiers radiotraceurs TEP, ce modèle de compétition a été proposé comme 

opportun pour réaliser une mesure indirecte des concentrations synaptiques de neurotransmetteur. 

Elle offre plus de transversalité que la microdialyse en s’appliquant autant sur des modèles 

précliniques et cliniques. Elle permet aussi d’effectuer des mesures de façon non invasive et dans 

toutes les régions cérébrales en une expérience.  

 

Dans ce contexte, un objectif de la TEP est de trouver un radiotraceur idéal, sensible aux variations 

synaptiques d’un neurotransmetteur donné. Pour cela, des études TEP utilisent des médicaments 

induisant des décharges massives de neurotransmetteurs, la sensibilité du radiotraceur étant 

mesurée par le pourcentage de déplacement induit par le défi pharmacologique. La combinaison des 

pourcentages de déplacement de radiotraceurs mesurés en TEP avec les concentrations de 

neurotransmetteurs mesurés par microdialyse constitue la méthode de référence pour objectiver la 

sensibilité d’un radiotraceur à une libération de neurotransmetteur endogène.  
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Le système dopaminergique est le premier pour lequel on réalise chez l’homme des défis 

pharmacologiques en TEP et SPECT (79–81). Une découverte notable conforte l’idée que les 

radiotraceurs dopaminergiques sont sensibles aux variations synaptiques de dopamine : les patients 

schizophrènes montrent une réponse accentuée à la libération ou à la déplétion en dopamine par 

rapport aux contrôles (82–85). Devant ces premières observations encourageantes, une série 

d’études pharmacologiques par modulation des concentrations synaptiques de dopamine a conforté 

la sensibilité de certains radiotraceurs TEP dopaminergique (Pour revue voir (59)). Toutefois, il faut 

noter que l’exploration de cette modalité a montré quelques limites conceptuelles et son application 

à d’autres systèmes de neurotransmission que la dopamine s’est révélée plus complexe. Ces limites 

invitent à repenser le modèle ligand récepteur.  

 

II. Le bouleversement du modèle ligand-récepteur 

 Variabilité de réponse des radiotraceurs à la libération de neurotransmetteur 

 

L’exploration de la sensibilité de nombreux ligands dopaminergique montre une grande variabilité de 

réponse aux variations de dopamine. Théoriquement, selon le paradigme classique, l’affinité du 

ligand ne prédit pas la sensibilité du ligand au neurotransmetteur endogène dans l’hypothèse où les 

taux de neurotransmetteur sont constants pendant l’expérience et que le ligand est injecté à doses 

traceuses. C’est ce que l’on observe avec les ligands dopaminergiques D2. on dénote surtout un effet 

« classe chimique » ; les structures dérivées des catécholamines et benzamides ont un avantage sur 

les butyrophénones, benzazépines (86). 

 

 
Tableau 5 : radioligands D1 et D2 et expériences TEP de compétition (86). 
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Ainsi, on constatera que le pimozide, la N-méthyl spipérone et les radioligands D1 ne sont pas 

affectés par la libération de neurotransmetteur endogène. Ces éléments invitent à questionner le 

modèle ligand récepteur. Théoriquement, la vulnérabilité des radiotraceurs devrait être identique 

d’un radiotraceur à l’autre sous les conditions évoquées précédemment. D’après le l’article de Marc 

Laruelle et col.  ce n’est pas le cas (86). Une hypothèse pour expliquer cette discordance serait que 

les défis pharmacologiques effectués sont hors zone d’équilibre devant le relargage pulsatile de 

neurotransmetteur. Ainsi les différences de koff entre ligands pourraient confondre l’estimation de la 

vulnérabilité de chaque traceur. Cela constitue d’ailleurs un argument pertinent pour utiliser les 

expériences de déplétion qui sont indépendantes de ce paramètre.  

 

 Notion d’effet plafond  

 

Si une dose de 1 mg/kg d’amphétamines augmente de façon drastique (plus de 15 fois) les 

concentrations striatales de dopamine (87), les  déplacements chez le primate (8 études) et l’humain 

(11 études) démontrent de façon surprenante, l’existence d’un effet plafond du déplacement (88). 

Autrement dit, un déplacement striatal variant de 10 à 40% pour des doses d’amphétamines variant 

de 0.2 à 1 mg chez le primate et 0.2 à 0.5 mg chez l’humain. L’effet plafond est observé avec deux 

radiotraceurs antagonistes, le [11C]raclopride et le [123I]IBZM. L’existence de cet effet plafond dénote 

les premières limites du modèle ligand récepteur. Il indique en effet que seul 40% des récepteurs 

seraient liés par l’antagoniste dopaminergique. Les mesures de déplacements in vivo apparaissent 

incohérentes avec le modèle théorique proposé qui suggère la liaison du radiotraceur sur une 

population homogène de récepteurs.  

Ce bouleversement de paradigme est évoqué dans l’article de revue fondatrice écrite par Marc 

Laruelle en 2000 (89). L’hypothèse avancée pour expliquer ces différences prend sa source dans des 

données in vitro.  Elle s’applique aux récepteurs couplés aux protéines G. Elles indiquent l’existence 

de deux types de sites de liaison (Figure 35) (pour revue voir (90,91)). Un agoniste se lie à des sites de 

haute affinité situés sur les récepteurs fonctionnels couplés aux protéines G. Il entre directement en 

compétition avec le neurotransmetteur endogène qui est lui-même agoniste. Un antagoniste se fixe 

sur des sites de basse affinité présents à la fois sur les récepteurs couplés et non couplés aux 

protéines G. Ainsi lors d’une expérience de compétition, le radiotraceur antagoniste est chassé par le 

neurotransmetteur endogène uniquement sur les sites de haute affinité. Après stimulation 

pharmacologique, il persiste une liaison résiduelle sur les récepteurs non couplés. Ceci pourrait 

expliquer l’effet plafond observé lors du déplacement des radiotraceurs antagonistes [11C]raclopride 

et le [123I]IBZM. 



70 
 

Figure 35 : modalités de liaison des radiotraceurs agonistes et antagonistes des protéines couplées 

aux protéines G (92). 

 

Le radiotraceur agoniste ne se liant que sur les sites de liaison du neurotransmetteur endogène, on 

s’attend lors d’un défi pharmacologique à un déplacement total du radiotraceur reflet de la 

proportion de récepteurs couplés. Cette différence de propriété intrinsèque entre agoniste et 

antagoniste donne une opportunité de mesurer in vivo la proportion de récepteurs couplés et non 

couplés. Lors d’un challenge pharmacologique, le radiotraceur antagoniste permet d’estimer la 

proportion de récepteurs non couplés, le radiotraceur agoniste estime la proportion de récepteurs 

couplés. Ainsi, la compétition directe de l’agoniste avec le neurotransmetteur endogène laisse 

supposer une meilleure sensibilité de ce dernier dans la stimulation pharmacologiques en TEP. Ces 

concepts pharmacologiques invitent à repenser le modèle de liaison ligand récepteur (Figure 36). 
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Figure 36 : ancien modèle et nouveau modèle proposé pour les récepteurs dopaminergiques.  

Le radiotraceur agoniste [11C]NPA se lie au récepteurs de haute affinité et entrent en compétition 

directement avec la dopamine. L’antagoniste [11C]raclopride se lie aux récepteurs de haute affinité et 

de basse affinité (89). 

 

A titre d’exemple, les premières études de couplage TEP et microdialyse, montrent une relation 

linéaire entre le pourcentage de déplacement de radiotraceur et les concentrations de dopamine 

avec le [11C]raclopride et le [123I]IBZM (86). Avec ces antagonistes, on montre qu’une augmentation 

de 40% et 44% de dopamine endogène modifie uniquement de 1% le signal TEP avec le 

[11C]raclopride et le [123I]IBZM respectivement. Une autre étude montre une sensibilité accrue de 

l’agoniste [11C]NPA par rapport au deux antagonistes [11C]raclopride et au [123I]IBZM (Figure 37)  (88). 

Ceci vient conforter les concepts théoriques cités plus haut.  

Figure 37 : variations de liaison de trois radiotraceurs dopaminergiques en fonction de doses 

croissantes d’amphétamine (88). 
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 La notion de retour à l’état basal partiel 

 

Les défis pharmacologiques réalisés avec les traceurs [123]IBZM et le [11C]raclopride montrent une 

incohérence temporelle entre les données de microdialyse et de TEP ou SPECT. En effet, les mesures 

de microdialyse après injection d’amphétamines indiquent une cinétique très rapide d’entrée et 

d’élimination de neurotransmetteur dans le milieu extracellulaire. Ces données ne sont pas 

cohérentes avec la cinétique du radiotraceur [123I]IBZM qui montre une diminution longue et 

prolongée du signal (93). Les amphétamines induisent un pic entre 10 et 20 minutes puis les taux de 

dopamine reviennent rapidement à un taux représentant 34% de l’état basal à 120 minutes. La 

liaison spécifique du radiotraceur diminue pendant 60 à 90 minutes pour le [123I]IBZM et 40 à 60 

minutes pour le [11C]raclopride. La cinétique se stabilise à un niveau plus bas que son niveau basal. 

Théoriquement, on devrait s’attendre à une réassociation du radiotraceur après compétition avec la 

dopamine avec un retour à la moitié du niveau basal de la liaison en 120 minutes (94).  

Si on peut aisément imputer la cinétique retardée des traceurs par leur dissociation lente, l’atteinte 

d’un nouvel état d’équilibre post défi pharmacologique différent de l’état basal est sujet à 

interrogations. Ces données indiquent que les changements de liaison spécifique des radiotraceurs 

ne sont pas directement liés au changement des taux d’occupation de dopamine sur les récepteurs 

D2. Une hypothèse suggérée est l’existence de mécanismes annexes des amphétamines. Ces 

dernières seraient responsables d’une occupation de la dopamine plus importante que l’occupation 

initiale pré-défi pharmacologique. On expliquerait donc une liaison amoindrie des radiotraceurs 

dopaminergiques post-expérience. Au-delà de l’inhibition du DAT,  elles inhibent de la monoamine 

oxydase (95) et stimulent la synthèse de dopamine (96). Dans un premier temps, le blocage du DAT 

serait prédominant. A distance, les deux effets cités plus haut prendraient leur importance. La 

microdialyse mesurant uniquement les taux extrasynaptiques de dopamine, elle ne permet pas à elle 

seule de déceler les flux de dopamine intra- et extrasynaptiques. C’est pourquoi les mécanismes 

annexes évoqués ne peuvent pas être mis en évidence par cette technique.  

Une autre hypothèse est l’existence au niveau cellulaire de phénomènes médiés par l’action agoniste 

de la dopamine et qui entraîneraient une réorganisation du nombre de récepteurs à la surface des 

cellules. Ces phénomènes bien décrits in vitro sont notamment la « down régulation » induite par la 

liaison agoniste, l’internalisation des récepteurs et la phosphorylation (Pour revue, voir(97)). Ils 

induiraient une diminution de sites de liaison disponible à la surface des cellules et donc, un retour 

de la liaison du radiotraceur à un état inférieur à l’état basal. 
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 Le cas de la spipérone et des récepteurs dopaminergiques D1. 

Les données de stimulations pharmacologiques sur rats et primates démontrent des effets 

paradoxaux pour certains radiotraceurs: à titre d’exemple un défi par amphétamine induit une 

augmentation de la liaison du [18F]NMSP (98). Les données obtenues chez le rongeur avec son dérivé 

tritié, la [3H]spipérone, indiquent qu’une déplétion de dopamine par réserpine diminue la liaison du 

radiotraceur (99). L’une des hypothèses avancée pour expliquer ces observations serait une 

internalisation des récepteurs médiés par la dopamine (agoniste), qui expliquerait une augmentation 

d’affinité apparente dans les stimulations pharmacologiques par amphétamines et donc une 

augmentation apparente de la liaison spécifique. Ce concept d’internalisation est aussi avancé pour 

expliquer les effets paradoxaux obtenus avec les radiotraceurs D1. 

 

 

 

 

 

III. Vers l’émergence d’un nouveau modèle pharmacologique 

 

Les développements des premiers radiotraceurs dopaminergiques et les premières études de 

vulnérabilité pharmacologique des radiotraceurs à la libération de neurotransmetteur ont mis en 

évidence des phénomènes non expliqués par le modèle classique ligand récepteur. Ces données 

contrastées ont invité à formuler des hypothèses issues de certains concepts in vitro biens étayés 

avec les protéines G (internalisation médiée par les agonistes, couplage des récepteurs). Comme vu 

plus haut, l’ensemble des phénomènes décrits semblent le fait des agonistes. L’objectif de ce travail 

de thèse est de déterminer dans quelle mesure des radiotraceurs en leur qualité d’agoniste peuvent 

revisiter la neuropharmacologie des récepteurs couplés aux protéines G. Plus précisément, dans 

quelles mesures les propriétés in vitro des protéines G médiées par les agonistes ont un impact en 

imagerie TEP? Quelles nouvelles applications ces propriétés confèrent-elles aux radiotraceurs 

agonistes ?  

Dans un premier chapitre nous proposons de répondre à cette question sous la forme d’une revue de 

la littérature que nous avons menée. 

Dans un second temps, nous proposons d’apporter une réponse expérimentale grâce à nos 

explorations radiopharmacologiques du radiotraceur agoniste 5-HT1A, le [18F]F13640. 
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CHAPITRE 4: LA PLACE DES AGONISTES TEP DANS LA 

NEUROIMAGERIE, REVUE DE LA LITTERATURE 

I. Introduction  

Notre recherche bibliographique a été effectuée du mois de mai 2017 à novembre 2017. La stratégie 

de recherche s’est centrée sur la base de données PubMed Medline. L’équation utilisée est la 

suivante : « PET AND Agonist AND Brain ». Elle a identifié 516 articles de recherche. La méthode dite 

de « snow balling », à savoir le recrutement de radiotraceurs agonistes notifiés dans les articles et 

non directement dans la recherche initiale, a été utilisée. Etant donné le faible nombre de 

radiotraceurs agonistes des protéines G, une recherche élargie à tous les récepteurs a été privilégiée. 

Au terme du travail de repérage des radiotraceurs, seuls les agonistes des protéines G ont été 

sélectionnés. Dans un souci de clarté, seuls les traceurs passés chez l’homme ont été exhaustivement 

décrits selon un plan chronologique. Les autres radiotraceurs non passés chez l’homme mais dont le 

développement préclinique a été jugé concluant sont évoqués dans l’appendice de l’article.  

 

Figure 38 : résumé de notre stratégie de recherche bibliographique. 
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II. Discussion 

La revue (dans sa forme publiée, ci-après) a pour objectif de démontrer l’intérêt de comparer 

l’imagerie TEP obtenue par un antagoniste avec celle obtenue avec un agoniste. En effet, comme 

évoqué plus haut, il est possible de mesurer la proportion de récepteurs couplés et non couplés pour 

un récepteur donné. On s’attend alors à retrouver un potentiel de liaison supérieur pour 

l’antagoniste. Si ce type d’observation a pu être mise en évidence pour les récepteurs 

dopaminergiques de type 2 (100) et sérotoninergiques de sous type 1A (101), l’exploration d’autres 

récepteurs montre qu’il existe certaines limitations pratiques à prendre en compte.  

Premièrement, les potentiels de liaisons sont le reflet de l’indice Bmax/KD . Si le KD de chaque 

radiotraceur est bien connu in vitro, elle peut être différente in vivo. Cela remet en cause la 

comparaison de deux indices de liaison, l’un estimé par un radiotraceur antagoniste et l’autre estimé 

par un radiotraceur agoniste. L’analyse par Scatchard du [11C]PHNO et du [11C]raclopride ne montre 

pas de différence dans l’estimation du Bmax. Il existe donc des discordances in vivo dans l’estimation 

du couplage des récepteurs. Une hypothèse pour expliquer cette discordance serait le manque de 

sélectivité du [11C]PHNO. Ce dernier a une affinité supérieure pour les récepteurs D3 que pour les 

récepteurs D2. Les modifications de liaison seraient donc plus influencées par celles des récepteurs 

D3. Cet élément introduit donc un biais de confusion dans l’analyse des résultats. Ces hypothèses ont 

notamment été suggérées lors de l’exploration des systèmes opioïdes et sérotoninergiques.  

Ensuite, chaque radiotraceur possède sa propre cinétique de liaison et de dissociation de son 

récepteur. Ces différences ont un impact sur l’estimation du potentiel de liaison de chaque 

radiotraceur et, par conséquent, peuvent biaiser le calcul de la proportion de récepteurs couplés. 

Cette discordance cinétique est d’autant plus flagrante lorsque l’on compare agoniste et antagoniste. 

En effet, la conformation active des récepteurs aux protéines G induit une dynamique spécifique à la 

surface des cellules et influence indirectement la cinétique du radiotraceur agoniste (102).  

Enfin, les concentrations basales de neurotransmetteurs rapprochent les estimations du Bavailable des 

radiotraceurs antagonistes et agonistes. Cela diminue les chances de mesurer le couplage des 

récepteurs.  

Au total, il existe des limites in vivo pour utiliser pleinement la signature des radiotraceurs agonistes 

en neuropharmacologie. Ces limites se surajoutent à l’anesthésie qui constitue un facteur 

confondant applicable à tous les radiotraceurs en neuropharmacologie.  

Toutefois, il apparaît crucial de confronter les données agonistes/antagonistes en TEP pour faire 

évoluer le paradigme ligand récepteur. Il existe encore peu d’articles scientifiques qui confrontent les 

données issues des deux types de ligands. Par ailleurs, la synthèse proposée fait apparaître que le 

radiotraceur agoniste est un outil de choix sensible au neurotransmetteur endogène. Si le système 
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dopaminergique se prête bien aux expériences de libération de neurotransmetteur, les autres 

systèmes endogènes montrent plus de limitations intrinsèques telles que la proportion de récepteurs 

disponible, les taux basals de neurotransmetteurs endogènes, la proportion de récepteurs couplés 

(103). Ces limites constituent aussi celles du modèle ligand récepteur. L’utilisation de radiotraceurs 

agonistes fait émerger des concepts in vitro qui contribuent à faire évoluer le modèle. Le concept 

d’internalisation des récepteurs est une hypothèse fréquemment retrouvée pour expliquer les 

différences agonistes antagonistes. Il se pose la question de la cinétique d’action de ce phénomène 

en marge du processus classique de liaison du radiotraceur (89).   

Au-delà des hypothèses évoquées par Marc Laruelle pour évoquer les discordances du paradigme 

ligand récepteur, notre revue met en évidence le concept d’agonisme biaisé, principe selon lequel un 

agoniste peut activer une cascade de transduction parmi les nombreuses existantes (104–106). 

Autrement dit, chaque récepteur présente une multiplicité conformationnelle propre au profil de 

chaque agoniste qui l’active. Cette multiplicité est notamment mise en évidence par l’étude 

structurelle des récepteurs par cristallographie (72) . On passe donc du concept un récepteur-une 

fonction à un récepteur-une multiplicité de fonctions sélectionnées activées par un agoniste précis. 

L’utilisation de radiotraceurs agonistes ouvre donc la voie de la pharmacologie fonctionnelle : le 

radiotraceur reflète non seulement une proportion de récepteur mais une population de récepteurs 

actifs pour une sous-fonction d’un récepteur aux protéines G. Autrement dit, chaque agoniste porte 

sa propre signature fonctionnelle. Cela ouvre la perspective de les utiliser comme outil d’imagerie 

fonctionnelle. La TEP n’est plus seulement un outil qui ‘photographie’ un état, elle permet la 

visualisation de la fonctionnalité d’un système de neurotransmission. Cette approche invite à 

repenser la pharmacologie des protéines G et les stratégies en recherche et développement (73,107–

110). En effet, on s’oriente vers une pharmacologie de précision (111).  

 

III. Conclusion 

Les différences observées entre agonistes et antagonistes sur les modalités de liaison aux récepteurs 

cérébraux en TEP ont permis de faire évoluer le paradigme du modèle ligand-récepteur. La 

construction d’un modèle plus élaboré se base sur des données in vitro démontrées. Les notions de 

couplage des protéines G, d’internalisation, d’agonisme biaisé, permettent d’expliquer certains 

phénomènes que l’on observe lorsque l’on pratique des expériences de compétition. Toutefois, il 

existe encore des zones d’ombres qui ne permettent d’expliquer ce que l’on observe in vivo. Le 

schéma ci-dessous récapitule l’apport des radiotraceurs agonistes tant en termes de modalités TEP 

qu’en termes d’application.  
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Figure 39 : schéma récapitulant les modalités TEP existantes et leurs applications.  Les zones en rouge 

identifient les rôles attribués aux radiotraceurs agonistes. 
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IV. Article 
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V.  Matériel supplémentaire de la revue  

Des données complémentaires sont proposées en annexe de la revue éditée. Nous les proposons ici 

dans leur forme publiée. 

 

The following paragraphs describe the PET agonist radiotracers whose preclinical studies have not 

yet led to imaging studies in humans. 

Dopaminergic receptors 
D1 receptors  

[11C]SKF 82957/[11C]SKF 75670 

In 1996, DaSilva and colleagues reported the synthesis and in vitro autoradiographic evaluation of 

benzazepine derivatives known for their D1 agonist properties, radiolabeled with 11C: i.e., the partial 

agonist [11C]SKF 75670 and its 6-chloro derivative agonist [11C]SKF82957(112). Both compounds 

showed specific and selective in vivo binding in rat striatum, a region rich in D1 receptors(113). 

Further in vivo studies on R-[11C]SKF82957 demonstrated acceptable radiation dosimetry, no 

metabolites in rat brain extracts, and a low level of metabolites in rat plasma (114). However, a 2010 

study in rats showed that this tracer gave rise to a brain-penetrant radiometabolite; tolcapone 

pretreatment increased tracer performance in imaging D1 receptors by inhibiting the production of 

this interfering metabolite (115). 

 

D2/D3 Receptors 

 [11C]SV-III-130 

[11C]-SV-III-130 is a partial agonist of D2 receptors with high affinity, and a derivative of the atypical 

antipsychotic aripiprazole (116). Preclinical studies on rhesus monkey demonstrated selective 

binding to D2 receptors, unchanged by blocking with a D3 selective ligand (117). In the same study, 

[11C]SV-III-30 binding was unchanged by lorazepam pretreatment to reduce endogenous dopamine, 

but was decreased by administration of d-amphetamine to increase synaptic dopamine levels. 

Challenge studies using [11C]-SV-III-130 and various data on [18F]-LS-3134, a D3 radiotracer, showed 

that D2 receptors could be quantified without depleting the dopaminergic synapses of endogenous 

neurotransmitter, whereas that is necessary in order to quantify D3 receptors. 
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[11C]5-OH-DPAT/[11C]-PPHT/[11C]-ZYY-339 

An American team aimed to develop compounds to image D2 high-affinity (HA) sites using the 

tetralin structure. They designed their first potential radiotracers labelled with 11C, [11C]-5-OH-DPAT, 

[11C]PPHT and [11C]ZYY-339. Incubation with sulpiride showed only a little non-specific binding in 

cortical areas (118). [11C]-5-OH-DPAT was then further evaluated in vitro and in vivo. In vitro studies 

in rats confirmed specific binding on D2 receptor HA sites using Gpp(NH)p (118,119). In vivo studies in 

rats and monkeys found a high binding in striata with quick, reversible kinetics. Binding was also 

blocked by haloperidol pretreatment and increased by depletion of dopamine induced by reserpine 

pretreatment in rats (118). The same methodology was applied to the two other agonists [11C]PPHT 

and [11C]ZYY-339, with similar results but lower striatum-to-cerebellum ratios and comparable 

thalamus-to-cerebellum ratios (119).  

[18F]-5-OH-FPPAT 

[18F]-5-OH-FPPAT, a fluorinated analog of [11C]-5-OH-DPAT, was designed in 2004. In vitro binding 

competition studies revealed an IC50 of 6.95 for this tracer, close to that of its analog 5-OH-DPAT 

(6.53 nM) but with higher lipophilicity. In vitro autoradiography studies on rat brain showed evidence 

of specific binding to high-affinity state D2 receptors using Gpp(NH)p pretreatment. In vivo PET 

imaging in rats revealed significant binding in striata, with high brain uptake. Binding studies on 

rhesus monkey brain slices indicated specific binding in dopaminergic regions, caudate, putamen and 

thalamus. These findings were confirmed by in vivo blockade studies in rats with the agonist PPHT or 

the antagonist risperidone (120). Finally, ex vivo autoradiography on rats with Gpp(NH)p revealed a 

large decrease in striatal binding, indicating high-affinity state binding of [18F]-5-OH-FPPAT and the 

newer derivative [18F]5-OH-FHXPAT (121). Further investigations are needed to decipher more 

precisely the binding of these compounds to dopamine receptors.  

AMC derivatives 

Structure-activity study of 2-aminomethylchroman-7-ol (AMC) identified a number of agonists with 

good affinity and selectivity for the high-affinity state of D2 receptors (122). In 2014, Shalgunov and 

colleagues (123) tried to develop new D2/D3 agonist fluorinated radiotracers using the 2-

aminomethylchroman-7-ol structure (123). The fluorinated compounds [18]FBu-AMC13 and [18F]FEt-

AMC15 were identified as the most promising radiotracers, with nanomolar affinities of the 

unlabeled compounds for D2/D3 receptors and nearly full agonism in human D2 receptors. In vitro 

studies revealed specific binding of both radiotracers to high-affinity D2/D3 receptors in striatum 

(124). The team further assessed these compounds in rat brain, and other AMC-13 and AMC-15 

homologs with variations on alkyl chains. All showed specific binding in autoradiography in vitro 

using raclopride. Specific binding was also decreased by an excess of GTP, demonstrating that this 
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corresponds predominantly to the high-affinity state of D2/D3 receptors. However, in vivo studies 

showed that only a small proportion of [18F]FEt-AMC15 crossed the BBB. [18F]FBu-AMC13 showed a 

more optimistic profile, with good BBB penetration. Its analog [18F]FEt-AMC13 showed the highest 

signal-to-noise ratio, with similar BBB penetration and metabolic profile. However, in vivo blockade 

studies of [18F]FEt-AMC13 with 1 mg/kg of raclopride showed lower displacement than with other 
11C-labeled D2/D3 tracers. Following the basic structure of (R)-2-(benzylaminomethyl)chroman-7-ol, 

described by Mewshaw (AMC1), the 18F-fluorine was attached directly to the benzyl function of 

AMC1 to obtain [18F]AMC 20 so as to improve the stability of the compound in comparison with the 

previous alkyl derivatives (123). In vitro studies found it to be a potent agonist of high-affinity state 

D2 receptors, with picomolar affinity. PET imaging in rats showed good BBB penetration and 

accumulation in striatum. In vivo challenge studies with raclopride also demonstrated displacement 

in striatum, but still in contrast with data obtained with [11C]-D2/D3 agonist radiotracers: i.e., 

percentage occupancy on raclopride injection was lower than with [11C]PHNO or [11C]MNPA). 

[18F]AMC20 showed higher nonspecific binding than [18F]FEt-AMC13. Finally, the low signal-to noise 

ratio and a suspected lack of selectivity stopped further development of these molecules. 

 [18F]MCL-524  

Another study focused on a fluoroalkyl derivative of [11C]MNPA (125), [18F]MCL-524, in an attempt to 

develop the first fluorinated agonist radiotracer of D2/D3 receptors. MCL-524 was previously shown 

to have nanomolar affinity for D2 high-affinity receptors (126). Finnema et al. showed that [18F]MCL-

524 provided similar or even greater contrast between striatum and cerebellum compared to 

[11C]MNPA. Blocking studies with raclopride and D-amphetamine pre-treatment produced a decrease 

in binding, in agreement with a previous study with [11C]MNPA, confirming the specificity and 

agonistic profile of [18F]MCL-524. Radiometabolite analysis showed a metabolism rate comparable to 

that of [11C]MNPA and [11C]NPA; the detected radiometabolites were polar and unlikely to cross the 

BBB.  Kinetic analysis showed a slight underestimation of BPND by the MRTM model in comparison to 

the 1TCM model, deserving further investigation in future human studies. A whole-body distribution 

study revealed that [18F]MCL-524 radiation dosimetry was in an acceptable range for translation to 

human trials, and presented an interest for simultaneous PET/fMRI protocols thanks to its longer 

half-life. 

 

Fluorinated analogs of apomorphine were also synthesized by Zijlstra et al., by labeling the N-alkyl 

chain with fluorine-18 (Zijlstra et al., 1993b).  The three compounds were evaluated in rat brain, but 

showed disappointing results: [18F]2-OH-FNPA did not cross the BBB while neither [18F]FNEA nor 

[18F]FNPA demonstrated specific binding to D2 receptors. 
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Serotonin receptors 
 

5-HT1A Receptors 

 [11C]CUMI-101 and derivatives 

In 2006, the arylpiperazine derivative [11C]MPT was evaluated in baboon and showed specific binding 

to 5-HT1A receptors in vivo, but suffered from very fast metabolism and slow washout, making 

quantification of binding parameters difficult (127). Its structural analog [11C]CUMI-101 was then 

tested in baboon and reported to be a promising ligand for imaging 5-HT1A receptors in high-affinity 

state (128). Subsequent studies further explored its modeling properties in baboons and evaluated 

[11C]CUMI-101 in humans (129,130). Other studies focused on tracer sensitivity for endogenous 

serotonin fluctuations in non-human primates (131) and in humans (132), and suggested that tracer 

uptake is sensitive only to large increases in extracellular serotonin in response to robust 

pharmacological challenge but under physiological conditions. Another study in humans, using 

citalopram, showed a slight increase in [11C]CUMI-101 binding in postsynaptic regions, which was 

interpreted as a possible decrease in  5-HT concentration in these areas (133). The authors also 

associated [11C]CUMI-101 and the antagonist [11C]WAY-100635 in order to quantify G-protein-

coupled 5-HT1A receptors compared to the total receptor pool, and reported an average of 45% of 5-

HT1A receptors in coupled state in baboon brain (134). Subsequently, however, two studies 

questioned the specificity of the tracer, highlighting region-dependent cross-reactivity with α1 

adrenergic receptors. Its pharmacological properties were also questioned, as it behaved as an 

antagonist in some in vitro studies (135,136). Therefore, [11C]CUMI-101 appears rather to be a partial 

agonist, limiting its potential in the study of high-affinity receptors and possibly explaining its 

relatively poor sensitivity to serotonin fluctuation. Two recent multimodal studies also used 

[11C]CUMI-101 PET imaging in combination with fMRI, to study the presynaptic serotonergic 

modulation of emotional processing (137) and the mechanism of action of citalopram in vivo (138). 

Recent attempts were made to develop a fluorinated analog of [11C]CUMI-101, resulting in the 

synthesis of [18F]FECUMI-101, a partial agonist of 5-HT1A receptors (Emax=77%) with high affinity 

(Ki=0.1 nM), showing specific binding in non-human primates in vivo, although there was 

unexpectedly high uptake in the thalamus (139,140). However, a subsequent in vitro evaluation of 

the tracer in human brain also showed significant binding to α1 receptors (136,141). The same team 

recently described the radiosynthesis of another partial agonist, [18F]FEMPT (142), but no preclinical 

evaluation of this radiotracer has yet been published. 
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5-HT2A Receptors 

Fluorinated analogs of [11C]Cimbi-36 

In 2016, the same team reported the synthesis and evaluation of 3 fluorine-containing derivatives of 

Cimbi-36. Although all were potent 5-HT2A agonists, none had satisfying properties for PET 

neuroimaging, due either to excessive radiometabolite signal or to non-specific binding (143) . Five 

other analogs were evaluated and did not display specific binding, although all entered the pig brain 

(144). Finally, 2 new analogs were evaluated in 2017, leading to unsuccessful displacement 

challenges with a 5-HT2A antagonist (145). In 2015, Prabhakaran et al. reported the synthesis of 

another fluorinated analog, [18F]FECIMBI-36. Specific binding to 5-HT2A and 5-HT2C receptors was 

shown in vitro on postmortem human brain slices (146). [18F]FECIMBI-36 was evaluated in non-

human primates; results showed low brain penetration (147). 

 

5-HT2C Receptors 

In 2013, Granda et al. reported the synthesis and evaluation of several methylated arylazepine 

derivatives as potential 5-HT2C agonists radiolabeled by 11C for PET neuroimaging. The most 

promising agonist was administered in baboons and showed high brain penetration but no evidence 

of specific binding (148). [11C]-radiolabelling of two potent and selective 5-HT2C full agonists, WAY-

163909 and vabicaserin, via Pictet-Spengler cylization, was reported in 2014. Both [11C]WAY-163909 

and [11C]vabicaserin showed a high brain uptake and non-specific binding in rodent and non-human 

primate (23). 

 

More recently, 4-(3-[18F]fluorophenethoxy)pyrimidine ([18F]-FPP) appeared to be a promising 

radiotracer of 5-HT2C  receptors (149). This compound was previously reported to exert an agonistic 

effect on this receptor (Emax=88%) and to have reasonable selectivity over other serotonin receptors 

(150).  It showed high brain uptake and specific binding to 5-HT2C receptors in rat, being decreased by 

co-administration of lorcaserin (although at a high dose of 10 mg/kg).  

 

Other Serotonergic Receptors 

No agonist radiotracer is yet available for PET neuroimaging of other serotonergic GPCR, despite 

several attempts with 5-HT4 receptors (151) and 5-HT7 receptors (152).  
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Muscarinic receptors 
 

M1 receptor 

 [18F]FP-TZTP 

In 1993, Halldin et al. reported [11C]-radiolabeling of xanomeline and butylthio-TZTP, two muscarinic 

agonists selective for the M1 receptor (153). Both compounds were further evaluated in cynomolgus 

monkey and human brain as PET radioligands and drug candidate (154). They showed high brain 

uptake but limited washout in humans, which is not optimal for quantification of a PET radiotracer. 

Moreover, the low cortical-to-cerebellar ratio of both compounds and the affinity of butylthio-TZTP 

for σ1 receptors led the authors to conclude that they were not promising ligands for PET 

neuroimaging.  

[11C]LSN3172176 

Recently, another team reported the discovery and evaluation of two selective M1 receptor agonists 

deriv    ed from oxindole, LSN3172176 and LSN3262527 (155,156). High BP values were found for 

both molecules in ex vivo experiments using LC-MS-MS analysis in rats and control mice, with much 

lower values in M1 KO mice. Both agonists were radiolabeled with 11C and showed specific binding in 

rhesus monkeys in vivo. Further kinetic modeling experiments with [11C]LSN3172176 were performed 

in rhesus monkeys and showed reliable estimates of distribution volumes using the 1-tissue 

compartment model (157). Scopolamine pretreatment blocked the signal, with occupancy of 98.5%. 

Further pharmacological characterization of [11C]LSN3172176 in human, rat or mouse cortical 

membranes showed it to be a partial agonist, with an efficacy range of 43-73% (156). 

[11C]AF150(S) 

In 2013, AF150(S), an M1 receptor agonist analog to cevimeline, was radiolabeled with 11C and 

evaluated as a PET tracer in rodent brain (151). The results were encouraging, with higher uptake in 

M1 receptor-rich areas and specific binding demonstrated by blocking experiments. [11C]AF150(S) 

was also sensitive to changes in endogenous acetylcholine levels induced by rivastigmine.  
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Cannabinoid receptors 
 

CB1 receptors 

 [11C]MePPEP 

In 2008, Yasuno et al. reported the radiosynthesis and evaluation of [11C]MePPEP, ((3R,5R)-5-(3- 

methoxy-phenyl)-3-((R)-1-phenyl-ethylamino)-1-(4-trifluoromethyl-phenyl)-pyrrolidin-2-one), a new 

inverse agonist  of CB1 receptors (158). In vitro and in vivo preclinical studies showed high brain 

uptake in monkey brain, high specific binding on blocking studies, and rapid clearance. Quantification 

of distribution volumes using a 2-tissue compartment model gave satisfactory results despite the lack 

of identification of a reference region for simplified quantification. In a further study, the authors 

confirmed the previous findings regarding specificity in rodent brain (although CB1 knock-out mice 

showed about 35% non-specific binding), and that it was not a PgP substrate (159). Importantly, 

displacement studies showed that the tracer was more potently displaced by inverse agonists than 

agonists. These results suggest a large receptor reserve or different binding sites for inverse agonists 

and agonists. The first test in healthy human volunteers was conducted in 2009 (160) Finally, the 

authors developed fluorinated derivatives, and first-in-man studies with [18F]FMPEP-d2 

demonstrated better precision and accuracy than [11C]MePPEP (161). 

 

Other cannabinoid agonists 

 

Two potent inverse agonist radiotracers were partially investigated through preclinical in vitro and in 

vivo studies, with promising results for imaging CB1 receptors: [11C]CB-119 (162) and [11C]SD 5024 

(163,164). A full agonist of CB1 and CB2 receptors, AZD1490, was also radiolabeled with carbon-11 

and evaluated in monkey brain for a microdosing study. The relatively low brain uptake and 

homogeneous distribution did not support any potential application as a radiotracer (165). 
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Opioid receptors 
 

κ and µ receptors 

[11C]PEO 

In an attempt to develop an agonist radiotracer structurally closer to [11C]diprenorphine, synthesis 

and preclinical evaluation of the full-agonist orvinol [11C]PEO, was reported in 2009 (166). The 

compound showed specific and selective binding to µ receptors in rats, and slight binding to kappa 

receptors. A [18F]-labeled derivative was synthesized (167) and evaluated in rats, and showed full-

agonist properties and high affinity for all subtypes of opioid receptors (168). 

 

All opioïd receptors 

[11C]buprenorphine  

The partial µ-agonist buprenorphine (which is also an antagonist of kappa and delta receptors) was 

radiolabeled with 11C and compared with the antagonist [11C]diprenorphine in mouse and baboon 

brain (169). Distribution patterns were similar and consistent with the known distribution of 

receptors, but striatum-to-cerebellum ratio was lower with [11C]buprenorphine than 

[11C]diprenorphine, because of slower washout from regions devoid of receptors. Another study in 

baboons showed tracer displacement by naloxone, confirming it as a suitable radiotracer of opioid 

receptors (170), although its non-selectivity for the different opioid receptors limits its usefulness. 
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Adenosine Receptors  
 

A1 Receptor 

The first potential agonist radiotracer for A1 receptor PET imaging was developed recently (171). A 

series of compounds were evaluated for their affinity and selectivity for A1 receptors compared to 

other adenosine receptor subtypes, and their functional efficacy in A1 receptors was measured. A 

3,5-dicyanopyridine derivative with good selectivity for A1 receptors was selected for radiolabeling 

with 11C, although its efficacy was only partial (Emax=16%). The radiolabeled molecule displayed 

specific binding to A1 receptors in rat brain in vivo. A fluorinated analog of adenosine, [18F]FNECA, 

was previously evaluated and showed a distribution pattern consistent with A1 receptors in vitro; 

however, it had very low brain uptake in rabbit in vivo (172).  

 

A2A Receptor 

In 2017, a new class of fluorinated A2A receptor agonists was derived, based on the potent and 

selective agonist ATL-313 (173). FDA-PP1 and FDPA-PP2 displayed submicromolar affinities and 

agonistic properties, as sodium, which stabilizes the inactive conformation, decreased their affinities. 

However, no further evaluation of the radiolabeled compounds has yet been reported. 
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GABA Receptors 
 

GABAB receptors 

Contrary to the other GABA receptor subtypes, GABAB receptors belong to the GPCR family. Several 

attempts to develop specific GABAB radiotracers, including agonists, have been made. 11C-

radiolabeling of baclofen using Michael addition of nitromethane was reported in 2009 (174) but 

exhibited negligible brain permeability. New fluoropyridyl ether analogs of baclofen were 

synthesized and evaluated recently (175). The compound showing the highest affinity and greatest 

agonist response, (R)-4-amino-3-(4-chloro-3-((2-fluoropyridin-4-yl)methoxy)phenyl)butanoic  acid, 

was radiolabeled with 18F and studied in mice. It showed moderate brain uptake in mice and about 

35% specific binding, justifying further development of improved GABAB agonist radiotracers in the 

future. 
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CHAPITRE 5 : LE [18F]F13640, UN NOUVEAU RADIOTRACEUR 

AGONISTE DES RECEPTEURS 5-HT1A 

 

Ce chapitre introduit la partie expérimentale de notre travail, en resituant le contexte de la 

recherche sur le sujet des radiotraceurs agonistes des récepteurs 5-HT1A, débuté il y a plusieurs 

années par l’équipe BIORAN et dont le passage chez l’Homme, présenté ultérieurement, a constitué 

l’un des points saillants. Tel que cela va être présenté, la genèse de ce radiopharmaceutique a 

associé de nombreuses interactions multidisciplinaires entre le monde académique et le monde 

industriel de la recherche en pharmacologie. 

 

I. Vers le premier radiotraceur agoniste 5-HT1A 

 

 Pharmacologie des récepteurs 5-HT1A 

Les récepteurs 5-HT1A, découverts dans les années 1980, sont les plus étudiés parmi les récepteurs 

sérotoninergiques. La distribution cérébrale de ces récepteurs a été mise en évidence par des 

autoradiographies à l'aide de radioligands spécifiques (antagonistes) tels que le [3H]8-OH-DPAT ou le 

[3H]WAY-100635 (176). Les premières études d'imagerie fonctionnelle de ces récepteurs ont utilisé le 

[11C]WAY-100635 en TEP dans le cerveau humain (177). Les récepteurs 5-HT1A sont très largement 

présents dans le système nerveux central et périphérique. Les aires limbiques telles que le septum 

latéral et surtout l'hippocampe contiennent une densité importante de récepteurs, ainsi que 

certaines aires corticales (particulièrement le cortex entorhinal et le cortex cingulaire), et les noyaux 

du raphé dorsal, où sont situés les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques. On retrouve 

également des récepteurs, en densité plus faible, dans l’hypothalamus et le thalamus et au niveau du 

tronc cérébral. Dans le cervelet et des ganglions de la base (striatum, noyau caudé, putamen) la 

densité en récepteurs est faible (178). Ces récepteurs peuvent être localisés soit au niveau post-

synaptique, où ce sont des hétérorécepteurs sur des neurones glutamatergiques pour les aires 

limbiques et corticales, et cholinergiques pour le septum latéral, soit au niveau somato-dendritique, 

où ce sont des autorécepteurs au niveau du raphé sur les corps cellulaires sérotoninergiques. Ces 

autorécepteurs régulent le tonus sérotoninergique par un rétrocontrôle négatif : leur activation 

réduit le taux de décharge des neurones (179). Sur le plan pharmacologique, les récepteurs 5-HT1A 

sont couplés aux protéines G (préférentiellement aux protéines Gi/o). Lors de la fixation d’un ligand 
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sur le récepteur, le GDP lié à la sous-unité alpha de la protéine G est remplacé par du GTP, ce qui 

entraîne une cascade réactionnelle intracellulaire se traduisant par des modifications de l’activité du 

neurone. Le GTP est ensuite hydrolysé en GDP par une GTPase, ce qui correspond à l’arrêt du signal.  

En plus de la diversité régionale des récepteurs 5-HT1A, il faut noter que ces récepteurs peuvent 

exister selon deux conformations différentes : une conformation à haute affinité pour la 5-HT, où le 

récepteur est couplé à sa protéine G, et une conformation à basse affinité où le récepteur est 

découplé de sa protéine G et non fonctionnel (180,181). Cette caractéristique est importante car elle 

sera mise à profit pour l’imagerie, tel que décrit ultérieurement. Les récepteurs 5-HT1A sont impliqués 

dans des processus physiologiques divers, ainsi que dans la physiopathologie de troubles 

psychiatriques et neurologiques. Ils sont notamment très étudiés pour leur importance sur le plan 

thérapeutique. De nombreux agents pharmacologiques ciblant ces récepteurs ont été développés 

(182) allant d’antagonistes promnésiques, à des agonistes anxiolytiques, des antidépresseurs ou des 

antalgiques (tel le F13640). Par ailleurs, on connait depuis longtemps leur implication dans la réponse 

thérapeutique de la pathologie dépressive. On soupçonne les autorécepteurs inhibiteurs des noyaux 

du raphé d’être responsables du retard thérapeutique observé avec les antidépresseurs classiques 

tels les ISRS (183). De par leur importance fonctionnelle, les récepteurs 5-HT1A peuvent constituer 

des biomarqueurs intéressants dans de nombreuses pathologies, par leur visualisation en TEP in vivo 

ou autoradiographie in vitro grâce au développement récent de radiotraceurs spécifiques (184). 

 

 Les radiotraceurs 5-HT1A 

Actuellement, les radiotraceurs les plus utilisés pour l’imagerie TEP des récepteurs 5-HT1A chez 

l’humain sont le [11C]WAY100635, et le [18F]MPPF, deux antagonistes qui présentent une bonne 

sélectivité et une haute affinité pour ces récepteurs, aux niveaux pré et postsynaptiques. Plusieurs 

études d’imagerie ont pu montrer des modifications significatives de la liaison aux 5-HT1A dans des 

troubles psychiatriques comme la dépression majeure et la schizophrénie (185). D’autres études se 

sont intéressées à l’exploration des 5-HT1A dans les maladies neurodégénératives. Dans la maladie 

d’Alzheimer, la plupart de ces études TEP ont montré une diminution de la densité de récepteurs 

dans l’hippocampe chez des patients à un stade avancé de la maladie (186,187). Dans les stades pré-

démentiels cependant, les résultats sont divergents, ce qui pourrait être expliqué par des 

mécanismes compensatoires impliquant les 5-HT1A dans les stades précoces (188,189). Un certain 

nombre de données suggèrent que l’état de couplage des récepteurs à leur protéine G peut être 

modifié au cours des maladies neurodégénératives (190,191). En d’autres termes, si les récepteurs 

sont bien présents dans leur totalité, la proportion de récepteurs couplés aux protéines G 

(fonctionnels d’un point de vue neurophysiologique ou pharmacologique) varierait par rapport à la 
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proportion de récepteurs découplés (qui ne transmettent plus de signal). Cette caractéristique met 

en évidence la limite actuelle de l’imagerie TEP des récepteurs cérébraux. En effet, la totalité des 

radiotraceurs cliniques en TEP (ou radiopharmaceutiques) sont des antagonistes. Or, comme 

expliqué dans les chapitres précédents,  les antagonistes se fixent indifféremment sur les récepteurs 

couplés aux protéines G et sur les récepteurs non couplés aux protéines G (192). En d’autres termes, 

les radiopharmaceutiques TEP des récepteurs cérébraux permettent de visualiser et quantifier la 

totalité des récepteurs présents, sans distinguer les récepteurs fonctionnels des récepteurs non 

actifs. 

 

 Développement des radiotraceurs agonistes 5-HT1A 

Au contraire, les agonistes (endogènes comme les neurotransmetteurs ou exogènes comme des 

ligands chimiques) montrent une préférence de fixation pour les récepteurs fonctionnels (176). Nous 

avons mis cette caractéristique pharmacologique à profit pour proposer l’utilisation d’agonistes TEP 

des récepteurs 5-HT1A permettant de visualiser spécifiquement les récepteurs fonctionnels au sein 

d’une structure cérébrale et, de manière longitudinale, au décours d’une pathologie (193). De plus, 

un agoniste est théoriquement plus sensible à des variations de concentrations extracellulaires du 

neurotransmetteur (en compétition directe puisqu’il se fixe sur la sous-population de récepteurs). Un 

agoniste TEP pourrait donc permettre une mesure dynamique des fluctuations de libération du 

neurotransmetteur, en comparant deux situations expérimentales contrôlées chez un même 

volontaire sain (128,193). De nombreuses tentatives ont eu lieu pour développer un tel agoniste, 

avec un succès limité. Une des molécules les plus prometteuses, le [11C]CUMI-101, développée par 

une équipe américaine, avait montré des résultats encourageants lors des premières évaluations in 

vivo chez l’homme (130). Cependant, des études récentes ont montré que le [11C]CUMI-101 n’est pas 

un agoniste pur mais a un comportement d’antagoniste chez le primate et l’humain, ainsi qu’une 

liaison significative aux récepteurs alpha-1 adrénergiques (135,136). Ces propriétés 

pharmacologiques ont donc écarté ce radiopharmaceutique. Il apparait donc nécessaire de 

rechercher d’autres agonistes TEP 5-HT1A. La demande est d’autant plus marquée qu’il n’existe pas à 

ce jour de radiopharmaceutique agoniste radiomarqué au fluor-18, c’est-à-dire avec une demi-vie 

radioactive plus longue que celle du carbone-11. Un tel isotope est en effet plus facile d’emploi avec 

une possibilité, à terme, de distribution à des sites de recherche clinique distincts du site de 

production.  
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 Radiotraceurs agonistes « de la série des F » 

Notre équipe a repéré en 2009 une nouvelle famille d’agonistes spécifiques des 5-HT1A, développés 

initialement comme médicament-candidat par les laboratoires Pierre Fabre à Castres (194). Ces 

agonistes « F15 », initialement développés comme antidépresseurs, présentent des caractéristiques 

intéressantes qui en font de bons candidats comme radiotraceurs TEP 5-HT1A. En effet, ils possèdent 

une grande affinité et une très haute sélectivité pour ces récepteurs, et comportent dans leur 

structure commune un atome de fluor aisément remplaçable par un atome de fluor 18 radioactif au 

cours du processus de radiomarquage. Une des molécules de cette série, le [18F]F15599, fut testée 

pour la première fois au CERMEP comme traceur TEP chez le rat et le chat (139). Elle présentait des 

propriétés intéressantes in vitro, caractéristiques d’un agoniste, mais l’intensité du marquage in vivo 

était trop faible, probablement dû à son affinité insuffisante pour le récepteur (Ki=2.24 nM). La 

seconde molécule testée chez le rongeur, le chat et le primate, le [18F]F13714, possédait une 

spécificité similaire pour les 5-HT1A et une affinité remarquablement élevée (Ki < 0.1 nM). Cette fois-

ci, cette très haute affinité a été défavorable à l’imagerie TEP. En effet, la liaison aux récepteurs étant 

quasi-irréversible, le calcul des paramètres pharmacocinétiques a été jugé trop complexe pour une 

quantification TEP (195,196). Notre équipe s’est focalisée sur un troisième candidat, le F13640, 

molécule chimiquement très proche des précédentes mais dans les caractéristiques de binding sont, 

a priori, plus « équilibrées » pour constituer un bon candidat pour l’imagerie TEP (Ki = 1nM chez le 

rongeur (196)).  

 

II. Histoire thérapeutique du F13640 

 

 Propriétés analgésiques du F13640 ou béfiradol 

Dans le cadre du screening moléculaire de médicaments agonistes 5-HT1A, le laboratoire Pierre Fabre 

a identifié une série de médicaments candidats chimiquement très proches, « la série des F » dont le 

F13714, le F15599 et le F13640. Le F13640 ou béfiradol a été identifié comme agoniste 5-HT1A avec 

des caractéristiques pharmacologiques, une spécificité et une affinité satisfaisante (Ki=1nM) 

(197,198), un pattern d’activation 5-HT1A démontré (199,200). Le rationnel le plaçant comme 

candidat médicament analgésique est le suivant : la mise en jeu du signal nociceptif induit deux 

réponses paradoxales (201). Une réponse de type analgésique et une seconde hyperalgique. Ceci 

explique le phénomène de tolérance observé avec les opioïdes. En effet, en usage chronique, la 

composante hyperalgique prend le dessus sur la composante analgésique. La propriété agoniste 5-
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HT1A a été identifiée comme effecteur inverse des opioïdes sur ce système. En traitement chronique 

chez l’animal, Le F13640 a été identifié comme inducteur d’une hyperalgie suivie d’une analgésie 

(199,202). Dans les modèles précliniques de douleur nociceptive et d’allodynie neuropathique, 

l’administration chronique provoque une analgésie (199,203) prolongée concurrencée uniquement 

par les opioïdes (199,204). Le F13640 a donc été évalué chez l’homme jusqu’en phase II (Eudra CT 

n°2009-012123-28) avec pour indication les douleurs neuropathiques sévères du diabétique. Les 

résultats de cet essai n’ont pas montré d’efficacité analgésique par rapport au groupe placebo (205). 

Une raison évoquée de cet échec pourrait être que ses propriétés anti-nociceptives, anti-

allodyniques et anti-hyperalgésique s’adressent préférentiellement à  la douleur tonique (206). 

 

 Réorientation thérapeutique du F13640 ou NLX112 

Avec la reprise des licences inexploitées des molécules 5-HT1A de la série des F par la société 

Neurolixis.inc (responsable scientifique et CEO, Dr Adrian Newman-Tancredi), des propriétés 

antidyskinétiques du F13640 (nouvellement appelé NLX112) ont été mis en évidence sur des modèles 

de rats hémiparkinsoniens (207,208). Le mécanisme mis en jeu serait une régulation de la 

transmission dopaminergique dans le striatum par les neurones sérotoninergiques. Par ailleurs, des 

propriétés antidépressives par action sur le cortex préfrontal ont été démontrés sur un modèle de rat 

(209) et de singe (210). Actuellement, le F13640 est développé vers une phase clinique IIa avec pour 

indication, les dyskinésies du parkinsoniens induites par la dopathérapie. 

 

 Développement du [18F]F13640 

Dans le contexte de notre collaboration avec Neurolixis.inc, de la réorientation thérapeutique du 

NLX112 et des caractéristiques prometteuses du [18F]F13640 citées plus haut, une collaboration avec 

notre laboratoire et Neurolixis.inc a été initiée pour synthétiser l’équivalent radiopharmaceutique du 

candidat médicament.  

Cette collaboration présentait dès le départ un objectif double. D’une part, utiliser le 

radiopharmaceutique pour contribuer au développement du médicament équivalent. Comme 

développé dans le chapitre 1, il est possible de valider les cibles cérébrales du médicament par 

réalisation d’étude de biodisponibilité, de « target engagement », de « target occupancy » avec son 

radiotraceur équivalent. L’objectif était ici d’enrichir le Dossier du Médicament Expérimental (DME) 

du médicament pour accélérer son processus de développement pour son passage à l’homme.  
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D’autre part, nous y avons vu une opportunité d’utiliser de façon inédite un radiotraceur agoniste 

des récepteurs 5-HT1A et de définir les contours de son utilisation comme un véritable outil en 

neuropharmacologie, tel que cela va être présenté ultérieurement. 

III. Etat de l’art des données expérimentales des données du [18F]F13640 

 

 Données in vitro du [3H]F13640 

Les premières études réalisées avec le F13640 tritié indiquent un Kd de  1.8 nM dans les expériences 

de saturation (198).  Les expériences de compétition [18F]F13640 avec le F13640 froid déterminent 

une constante de dissociation koff à  0.05 min-1 et un Kd associé de 1.4 nM. A titre de comparaison 

avec l’agoniste 5-HT1A 8-OH-DPAT, sa constante koff était de 0.25 min-1  associée à un Kd de 0.37 nM. 

Ces données in vitro présagent de la cinétique lente mise en évidence par les premières expériences 

réalisées avec le [18F]F13640.  

 Preuve de la liaison du [18F]F13640 aux récepteurs couplés 

La liaison du [18F]F13640 aux récepteurs couplés a été vérifiée par autoradiographie. Les conditions 

étaient les suivantes : une série de lames contrôle [18F]F13640 et une série de lame [18F]F13640  

incubée avec un agent découplant le Gpp(NH)p, un analogue non hydrolysable de la guanosine 

5’triphosphate. Le même type d’expérience a été réalisé avec le [18F]MPPF. Les résultats indiquent 

une diminution drastique de la liaison du [18F]F13640 incubé avec la substance découplante (54% 

dans le cortex cingulaire, 47% dans l’hippocampe et le noyau dorsal du raphé). Dans les mêmes 

conditions, la liaison du [18F]MPPF, antagoniste TEP, est inchangée (Figure 40).  

 

Figure 40 : comparaison des effets du découplage sur la liaison du [18F]F13640 (agoniste) et le 

[18F]MPPF (antagoniste) en autoradiographie ex vivo sur cerveau de rat (211). 
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 Expériences de compétition et de blocage  

Les expériences d’autoradiographies sur lames de cerveaux de rats montrent un déplacement 

compétitif et dose-dépendant du radiotraceur par la sérotonine et par le WAY-100635 (Figure 41).  

 

Figure 41 : autoradiographie de lames de cerveaux de rats incubées avec le [18F]F13640 et des 

concentrations croissantes de WAY-100635 (n=3) et et de sérotonine (n=3). Les résultats sont 

exprimés en pourcentage de densité optique comparés au contrôle +/- SEM (*p<0.05 ;** 

p<0.01 ;***p<0.001, versus control ; Test ANNOVA suivi du test post hoc de Dunnett’s). Cing Cx 

Cingulate cortex, Hip Hippocampus (211). 

 

In vivo les données TEP issues du modèle rat, chat et primate indiquent une cinétique d’entrée 

cérébrale rapide et une élimination lente attendues au vu des données in vitro citées plus haut. 

Comme en autoradiographie, la liaison du radiotraceur est réversible. Les co-injections de 

l’antagoniste 5-HT1A  WAY 100-635 et pré-injection de l’agoniste 5-HT1A 8-OH-DPAT diminuent la 

liaison du [18F]F13640 (Figure 42). Les régions montrant une forte liaison et un déplacement dans les 

expériences de prétraitement ou de co-traitement sont le cortex cingulaire antérieur, l’insula, les 

amygdales, le septum latéral, l’hippocampe, le cortex entorhinal, le thalamus, le noyau du pont et la 

matière grise du cervelet.  
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Figure 42  : imagerie TEP contrôle du [18F]F13640 chez le rat, le chat et le primate. Imagerie TEP  du 

cerveau de rat avec co-injection de WAY-100635 (2 mg/kg) et  pré-injection de 8-OH-DPAT (2 mg/kg) ; 

Imagerie TEP  du cerveau de chat avec pré-injection de WAY-100635 (2 mg/kg) et  pré-injection de 8-

OH-DPAT (1 mg/kg) (N=2) ; Imagerie TEP  du cerveau de primate avec pré-injection of WAY100635 (2 

mg/kg). ; Cinétique contrôle du radiotraceur chez le rat, avec co-injection et pré-injection associées 

(211). 

 Utilisation du [18F]F13640 dans la maladie d’Alzheimer 

Les premières études encourageantes réalisées avec le [18F]F13640 ont conduit à le tester comme 

outil pharmacologique dans la maladie d’Alzheimer (MA). Les données de la littérature indiquent que 

le système sérotoninergique est hautement dysfonctionnel dans la MA, et cela pourrait être lié à des 

troubles cognitifs associés à la démence.  

Parmi les divers récepteurs de la sérotonine, les récepteurs 5-HT1A sont pertinents pour la MA car ils 

sont fortement exprimés dans l'hippocampe humain et sont connus pour être impliqués dans la 

régulation des processus de mémoire (185,212). Étant donné que le premier déficit cognitif sévère de 

la MA concerne la mémoire épisodique liée aux enchevêtrements neurofibrillaires dans l'hippocampe 

(213), plusieurs études ont porté sur le statut du récepteur 5-HT1A dans l'hippocampe de patients 

vivants atteints de MA par imagerie par tomographie par émission de positrons (TEP), montrant une 
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diminution de la densité des récepteurs 5-HT1A dans l'hippocampe des patients atteints de MA 

avancée (186). Au contraire, notre laboratoire avait  signalé une régulation à la hausse des 

récepteurs 5-HT1A au stade de la déficience cognitive légère (MCI), prodromique de la MA (214). 

Cette sur expression de récepteur a notamment été objectivée par une étude TEP avec l’antagoniste 

[18F]MPPF(188). La signification physiopathologique de ce phénomène reste donc à élucider et 

pourrait refléter des mécanismes compensatoires, par exemple la réserve cognitive, survenant aux 

premiers stades de cette maladie neurodégénérative (215). Une meilleure compréhension du rôle 

fonctionnel des récepteurs 5-HT1A dans la MA peut être acquise en prenant en compte des aspects 

supplémentaires de leur profil pharmacologique. Dans une étude préliminaire autoradiographique 

sur lame de cerveau humains comparant le [18F]F13640 à l'antagoniste [18F]MPPF, notre laboratoire a 

montré que l'état de couplage des récepteurs 5-HT1A est modifié (évalué par le [18F]F13640) avant la 

perte des récepteurs eux-mêmes (évalué par le  [18F]MPPF) dans la MA  (Figure 43) (196,216). Cette 

étude montre que la comparaison de la liaison au récepteur 5-HT1A détectée par les 

radiopharmaceutiques antagonistes et un agoniste peut fournir des informations supplémentaires 

concernant la proportion de « récepteurs fonctionnels » pendant la maladie d’Alzheimer. L’utilisation 

du [18F]F13640 a permis d’ajouter un niveau de compréhension en neuropharmacologie, il identifie 

les récepteurs fonctionnels. 

 

Figure 43 : densité neuronale (révélée par immunocoloration NeuN), densité de récepteurs 5-HT1A 

(selon la  liaison du [18F] MPPF)  et densités de récepteurs fonctionnels (selon la liaison du 

[18F]F13640) dans le gyrus denté et les zones CA1 de patients atteints de la maladie d’Alzheimer à 

différents stades de Braak. Les résultats sont exprimés en pourcentage du groupe témoin (Braak 

stade 0). * p <0,05; ** p <0,01, test t non paramétrique de Mann-Whitney (216). 
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 Sensibilité du [18F]F13640 à la libération de sérotonine induite par fenfluramine 

Comme évoqué précédemment, le statut d’agoniste du [18F]F13640 pourrait lui conférer une 

sensibilité plus importante à la libération de sérotonine par rapport à son homologue antagoniste le 

|18F]MPPF. Avant le travail de thèse, une seule étude en autoradiographie ex vivo avec des 

concentrations croissantes de fenfluramine  montrait une sensibilité significative et dose dépendante 

du [18F]F13640 (211). Ce n’était pas le cas pour |18F]MPPF qui ne présentait pas de sensibilité 

significative (Figure 44).  

 
Figure 44 : comparaison des effets de l’administration de fenfluramine a des doses croissantes de 

fenfluramine sur la liaison du [18F]F13640 et du |18F]MPPF sur le cerveau de rat (n=3). Les résultats 

sont exprimés en pourcentage de densité optique comparés au contrôle +/- SEM (*p<0.05 ;** 

p<0.01 ;***p<0.001, versus control ; Test ANNOVA suivi du test post hoc de Dunnett’s). Cing Cx 

cingulate cortex, Hip Hippocampus. 

 

IV. Conclusion 

 

Les premières données du développement du [18F]F13640 indiquent une liaison spécifique au 

récepteurs 5-HT1A couplés aux protéines G. La cinétique d’entrée cérébrale est rapide et son 

élimination est lente et réversible. Les premières expériences réalisées sont tout à fait 

encourageantes et invitent à tester in vivo la sensibilité du radiotraceur à la sérotonine devant les 

résultats contrastés obtenus avec les radiotraceurs antagonistes. Cette problématique sera abordée 

dans le chapitre suivant. Par ailleurs, le [18F]F13640 apparaît comme un outil de pharmacologie 

fonctionnelle pour évaluer le couplage des récepteurs dans les désordres psychiatriques et 

neurologiques impliquant les récepteurs 5-HT1A. 
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CHAPITRE 6 : EVALUATION DE LA SENSIBILITE DU [18F]F13640 A LA 

LIBERATION DE SEROTONINE 

 

Après avoir rappelé les principales propriétés radiopharmacologiques du [18F]F13640, notamment en 

termes de sensibilité in vitro aux variations de sérotonine, nous proposons ici d’évaluer de façon 

inédite sa sensibilité à la libération de sérotonine sur un modèle animal félin. 

 

I. Introduction 

 Sélection de l’agent libérateur de sérotonine 

Tel que cela va être décrit, différentes approches pharmacologiques ont été décrites pour provoquer 

une augmentation de la concentration extracellulaire de sérotonine. Nous avons choisi la 

fenfluramine car elle possède les propriétés les plus favorables pour la cible des récepteurs 5-HT1A : Ki 

5-HT1A<Ki 5HT1B<Ki 5-HT2A (217).  

 

En effet, la fenfluramine est un substrat du transporteur de la sérotonine (SERT); elle accroît les 

concentrations de sérotonine extracellulaire par inhibition du SERT et favorise les échanges réverses 

du neurotransmetteur  par ces mêmes  transporteurs (218,219). La fenfluramine a été régulièrement 

utilisée dans notre laboratoire, confortant une littérature rapportant des mesures de sérotonine en 

microdialyse, essentiellement sur des modèles de rats. Ces données montrent un effet transitoire de 

la cinétique du relargage et une hétérogénéité de la réponse selon les régions cérébrales concernées. 

 

 Plan expérimental de l’étude 

Nous proposons le plan expérimental suivant réalisé sur notre modèle félin. Chaque chat a un 

examen TEP en condition de contrôle et un examen avec un challenge pharmacologique à la 

fenfluramine injectée 30 minutes après le début de l’acquisition. Enfin une expérience de 

prétraitement à la fenfluramine 30 minutes avant l’acquisition est réalisée.  
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Figure 45 : plan expérimental de l’étude sur chat anesthésié. 

 

La condition de challenge pharmacologique a pour objectif de déterminer s’il y a un déplacement 

dynamique de [18F]F13640 pendant l’acquisition induit par la libération massive de sérotonine. La 

fenfluramine a un effet sur le flux sanguin cérébral, notamment dans le cortex frontal et le cortex 

cingulaire. Cet effet a été mis en évidence par le [18F]FDG (220) et le [15O]H2O (221). Ainsi, au cours 

d’un challenge pharmacologique, il y a un phénomène de compétition du [18F]F13640 avec la 

sérotonine mais très probablement également l’augmentation du « wash-out » du traceur provoqué 

par l’augmentation du flux sanguin cérébral induit par la fenfluramine. Ce dernier est en effet non 

spécifique et confondant dans notre étude. Pour cela, nous proposons une condition avec un pré-

traitement consistant en la réalisation d’une acquisition TEP à distance de l’injection de fenfluramine 

pour isoler d’avantage le phénomène de compétition par rapport au phénomène de chasse qui 

pourrait s’exercer via l’augmentation du flux cérébral. Si l’on met en évidence un déplacement 

dynamique du traceur dans la condition challenge pharmacologique ainsi qu’une diminution de sa 

liaison en condition pré-traitement, on pourra suggérer que le radiotraceur est sensible à la 

libération de neurotransmetteur.  Enfin, la méthode optimale voudrait que l’on réalise un protocole 

de bolus perfusion pour assurer un équilibre du radiotraceur dans les régions cérébrales (222). 
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Toutefois, au vu des cinétiques très lentes d’élimination du radiotraceur, nous n’avons pas jugé 

nécessaire de pratiquer une perfusion continue de radiotraceur après le bolus.  

 

 Justification du choix du temps d’administration de la fenfluramine 

Il n’existe pas de données publiées de microdialyse chez le chat avec des mesures cinétiques de 

sérotonine extracellulaire. Toutefois, les données obtenues chez le rat, le singe et le porc indiquent 

un relargage de sérotonine transitoire et une hétérogénéité de la réponse selon les régions 

cérébrales concernées. Au regard des cinétiques décrites dans les trois modèles (Figure 46), il nous 

est apparu opportun d’injecter la fenfluramine 30 minutes après le début de l’acquisition TEP. En 

effet le pic de sérotonine par voie iv est atteint environ 15 minutes après son injection. Sur une 

acquisition de 90 minutes, cela permet 30 minutes d’acquisition avec atteinte de l’équilibre pour 

estimer la liaison basale du radiotraceur et 60 minutes de challenge pharmacologique comprenant 

45 minutes ‘post-pic’ de sérotonine. Par ailleurs, pour l’étude de prétraitement, un temps supérieur à 

celui de l’atteinte du pic (ie 15 min) nous semble pertinent pour se placer après le relargage de 

sérotonine et évaluer son impact sur la liaison du radiotraceur. Nous avons choisi que le temps de 30 

minutes entre l’injection de fenfluramine et l’injection du radiotraceur serait suffisant.  

 

Figure 46 : cinétiques des taux de sérotonine  dans le cortex préfrontal -A : chez le rat,10 mg/kg, ip 

(223) ; B : chez le cochon, 0.5 mg/kg, iv (224) ; C : chez le singe conscient, 5mg/Kg et 10 mg/Kg, iv 

(225). 
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 Justification de la sélection de la dose de fenfluramine 

Dans les expériences publiées de challenge pharmacologique et de pré-traitement, les doses 

s’échelonnent de 0.5 mg/Kg à 10 mg/kg (Tableau 6). Nous avons décidé dans un premier temps de 

tester une dose de 1 mg/Kg sur le modèle chat. L’analyse de la première expérience de challenge 

nous a indiqué, des modifications de pentes des courbes temps activités suffisamment importante 

pour garder cette dose dans les expériences ultérieures. Par ailleurs, les variations de fréquences 

cardiaques enregistrées pendant l’acquisition semblaient déjà suffisamment significatives pour ne 

pas augmenter les doses et engendrer une tachycardie voire une arythmie potentiellement délétères 

sur les chats, modèle animal précieux (Figure 47).  

 
Figure 47 : fréquence cardiaque d’un chat après administration de fenfluramine 1 mg/kg à t=30 min. 

 

II. Discussion 

 

Les études de sensibilité à la sérotonine réalisées avec les radiotraceurs antagonistes 5-HT1A 

montrent des résultats hétérogènes (Tableau 6). Dans l’étude présentée ici avec le radiotraceur 

agoniste [18F]F13640, le prétraitement et le challenge pharmacologique avec une dose faible de 

fenfluramine (1mg/Kg) indiquent une sensibilité à la libération de sérotonine. Bien qu’aucune étude 

de microdialyse n’ait été pratiquée sur notre modèle félin, le modèle lp-ntPET utilisé discrimine avec 

succès les courbes temps-activité associées au contrôle et celles associées au challenge 

pharmacologique. Ces données confirment l’hypothèse initiale que les radiotraceurs agonistes sont 

plus sensibles à la libération de sérotonine que les antagonistes. Elles encouragent aussi à poursuivre 

le développement du [18F]F13640. Il convient aussi de continuer à investiguer cette sensibilité à la 

sérotonine dans d’autres protocoles. Il s’agit notamment de protocole de challenges 

pharmacologiques à différentes doses de fenfluramine pour confirmer le déplacement dose 

dépendant montré en autoradiographie ex-vivo (211).  Si toutefois les résultats présentés sont 
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encourageants, nous nous proposons d’évoquer les limites de l’étude réalisée et des questions 

méthodologiques associées au radiotraceur.  

 Modélisation du [18F]F13640 

On note dans un premier temps, qu’il n’existe pas encore de modélisation complète du |18F]F13640. 

Une modélisation chez le rat avait été tentée selon un modèle triple injection (Figure 48), mais 

l’élimination lente du radiotraceur a été un facteur limitant pour une acquisition de 90 minutes 

(226).   

Figure 48 : modèle triple injection appliqué sur le rat  pour modélisation du [18F]F13640. 

 

La figure ci-après montre, à titre illustratif, l’aspect des courbes temps activité modélisées (en bleu) 

et expérimentales (en vert) du |18F]F13640 sur le logiciel pmod ®.   

 

Figure 49 : capture d’écran du logiciel pmod® (données non exploitées). La courbe bleue est la courbe 

temps activité modélisée du [18F]F13640 dans la région Caudé Putamen. Les points verts sont les 

points expérimentaux. 
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On remarque que la cinétique du radiotraceur n’est pas assez dynamique sur 90 minutes et par 

conséquent, la modélisation est peu efficace puisqu’elle ne capte pas 5 points expérimentaux sur la 

figure.  Ces limites se traduisent par une estimation de densité de récepteurs non cohérente (226). 

Une tentative de modélisation sur un modèle mono-injection a été effectuée sur un modèle primate. 

Toutefois, les prélèvements artériels présentaient des données manquantes, l’expérience était 

réalisée sur un seul animal et aucune région de référence n’avait été identifiée. L’équipe de 

recherche a renoncé à la pose d’un cathéter artériel chez le chat, geste technique risqué et non 

systématiquement reproductible chez les quatre chats du laboratoire utilisés. De plus, il a été choisi 

de ne pas réaliser de protocole de modélisation du radiotraceur avec prélèvement d’échantillons 

artériels sur le modèle chat du fait de l’étude à venir chez l’homme avec son protocole complet 

permettant une modélisation exhaustive.  

 

 Conséquences sur l’analyse de la sensibilité du [18F]F13640 à la sérotonine 

Tel que décrit dans toutes les études TEP précédentes , la quantification du [18F]F13640 s’est faite par 

la mesure simplifiée d’un ratio de SUV dans chaque région, normalisée par les SUV d’une région de 

référence (227). Ce ratio de liaison spécifique présente une faiblesse méthodologique parce que la 

corrélation entre ces mesures simplifiées avec région de référence ne sont pas validées par les 

macro-paramètres déterminés (Bmax) selon une modélisation complète avec prélèvements artériels 

(228). Par conséquent, l’ensemble des calculs d’occupation réalisés dans cette étude ne sont pas 

exempts de limites méthodologiques : les indices de liaison du [18F]F13640 sont issus d’une méthode 

simplifiée non validée par un modèle exhaustif. Comme vu plus haut, la fenfluramine induit des 

changements de flux cérébral dans diverses régions notamment cortex frontal et cingulaire. On peut 

toujours se demander si les modifications du [18F]F13640 enregistrées dans le challenge 

pharmacologique sont dues au déplacement du radiotraceur dans le compartiment de liaison 

spécifique ou à l’effet de chasse du radiotraceur dans le compartiment de liaison libre par 

augmentation du flux sanguin cérébral. A titre d’exemple, Udo de Haes et col montrent chez le rat 

que la fenfluramine exerce une diminution de la liaison du radiotraceur antagoniste, le [18F]MPPF, 

alors qu’une combinaison de citalopram et de kétansérine n’a aucun impact. Ces observations 

n’excluent pas un effet de chasse provoqué par le fenfluramine (225). Si les résultats du 

prétraitement à la fenfluramine sont en faveur d’un déplacement spécifique du [18F]F13640, 

l’incertitude est patente. En l’absence de modélisation fiable, on peut penser que le radiotraceur se 

distribue majoritairement dans le compartiment non spécifique et que les modifications observées 

sous fenfluramine sont le reflet de changements de perfusion des tissus. Ces hypothèses de 
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déplacement non spécifique sont à contrebalancer avec les données d’autoradiographie in vitro du 

radiotraceur qui indiquent une liaison spécifique, sélective vérifiée sur plus d’une trentaine de 

récepteurs (199), bloquée par la sérotonine  et  l’antagoniste WAY-100635 (211). Les données TEP 

indiquent aussi un blocage par le WAY-100635 et l’agoniste 8-OHDPAT sur des modèles de rat, chat 

et primate  (211).  

 

 Impact de la cinétique du radiotraceur sur les mesures 

On notera aussi que la constante de dissociation du [18F]F13640 et  sa cinétique d’élimination sont 

très lentes. Ces éléments permettent de s’affranchir d’un protocole de perfusion continue considéré 

comme optimal dans les challenges pharmacologiques (222). Toutefois, l’acquisition de 90 minutes 

pratiquée ici semble insuffisante pour assurer une quantification faible du déplacement du 

radiotraceur en identifiant une zone d’équilibre. On notera que la réalisation d’expériences sur le 

modèle chat nécessite l’anesthésie de l’animal. La durée de 90 minutes semblait adéquate pour 

éviter de mettre en jeu le pronostic vital (lié à l’anesthésie par isoflurane) des animaux pendant les 

expériences. Ces acquisitions courtes sont donc expliquées par les limitations imposées par le 

modèle chat lui-même.  

 

 Discordances des observations in vitro et in vivo  

Les données observées dans cette étude mettent en évidence des discordances. Premièrement, il 

faut noter qu’en autoradiographie le [18F]F13640 ne présente pas de liaison marquée dans le 

cervelet, et cette dernière n’est pas influencée par un agent découplant ou l’ajout de concentrations 

croissantes de sérotonine (211).  In vivo, on remarque une liaison corticale déplacée par la 

fenfluramine lors du challenge pharmacologique et en pré-traitement. Ceci indique l’existence de 

récepteurs couplés au niveau cortical. Une hypothèse évoquée pour expliquer ce paradoxe pourrait 

être la structure anatomique du cervelet en feuillets successifs de matière blanche et de matière 

grise (229,230) qui constituerait un obstacle pour la fixation du radiotraceur in vitro. Si l’on se réfère 

aussi aux données du [18F]MPPF et du [11C]WAY100635, elles n’indiquent aucune liaison in vitro et in 

vivo dans le cervelet (223,231). Ce dernier est considéré comme région de référence pour la 

quantification des indices de liaison du [18F]MPPF (231). Par conséquent, cela indique qu’il n’y aurait 

pas de récepteurs 5-HT1A dans le cervelet ou une très faible proportion de récepteurs couplés mis en 

évidence uniquement par le [18F]F13640.  Cette hypothèse conforte les données de la littérature qui 

indiquent l’existence de projections sérotoninergiques dans le cervelet (232,233) et l’existence de 

fonctions médiées par les récepteurs 5-HT1A au niveau du cervelet (230). Toutefois, la localisation 
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immunohistochimique des récepteurs 5-HT1A  par anticorps n’indique qu’un faible signal dans le 

cervelet (234). Il existe donc des zones d’ombres pour décrypter cette liaison dans le cervelet.  

 

 Apport de l’imagerie TEP différentielle agoniste/antagoniste 

On note aussi des grandes disparités de liaison des agoniste-antagoniste radiotraceurs chez le chat 

(Figure 50). Les données chez le chat du [18F]MPPF indiquent l’existence de récepteurs 5-HT1A 

découplés et non déplaçables par la sérotonine et une faible proportion de récepteurs couplés chez 

le rat et le singe conscient et dans un paradigme bolus-perfusion(225,235). Les images obtenues avec 

le [18F]F13640 signent l’existence de récepteurs 5-HT1A couplés répartis de façon ubiquitaire dans le 

cerveau. L’étude mettant en évidence une liaison déplaçable par la sérotonine conforte cette 

hypothèse. On comprend ici l’intérêt de comparer l’imagerie agoniste/antagoniste évoquée 

précédemment. Il est possible d’émettre des hypothèses sur la répartition fonctionnelle des 

récepteurs 5-HT1A. 

 

 

Figure 50 : imagerie TEP comparative du [18F]F13640 et du [18F]MPPF chez le chat. 
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III. Conclusion  

 

L’étude présentée est en faveur de la sensibilité du [18F]F13640 à la libération de sérotonine. Le 

statut agoniste semble donc être favorable à un un ligand compétitif avec un neurotransmetteur 

endogène. Les autres études de prétraitement et de challenge pharmacologique avec les 

radiotraceurs antagonistes 5-HT1A présentent des résultats peu encourageants. On comprend ainsi 

l’intérêt du radiotraceur agoniste TEP devant son analogue antagoniste. Cela ne doit pas faire oublier 

les limites de l’étude présentée qui doit inviter à générer de nouvelles expériences pour confirmer la 

spécificité et la sélectivité de la liaison du [18F]F13640 ainsi que se sensibilité au relargage de 

sérotonine. Parmi les études que l’on pourrait proposer, on retient notamment l’utilisation de souris 

KO 5-HT1A selon le même protocole que le [18F]MPPF (236) pour confirmer sa spécificité, la réalisation 

d’un challenge pharmacologique avec un autre agent que la fenfluramine pour s’assurer que le 

déplacement du radiotraceur est bien attribuable au relargage de sérotonine et non à un effet de 

chasse. Sur le plan méthodologique, on identifie le besoin d’une modélisation pharmacocinétique du 

radiotraceur avec validation d’une méthode simplifiée estimant un volume de distribution dans le 

compartiment de liaison spécifique. En préclinique, le modèle porc semble être une alternative au 

modèle chat qui présente de nombreuses contraintes et notamment l’impossibilité de réaliser des 

prélèvements artériels. Il conviendrait aussi de tester le [18F]F13640 dans des paradigmes de 

déplétion. Ces éléments paraissent indispensables pour s’affranchir des biais de confusion évoqués 

dans les chapitres précédents (89). Enfin, la réalisation d’acquisition TEP plus longue est requise 

étant donné l’élimination lente du [18F]F13640. 
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Radiotraceur Kd (nM) Défi pharmacologique/Prétraitement/Déplétion Espèces Effectif Critère de jugement Résultat Région Références 

[11C]WAY-100635 2  

Fenfluramine 10 mg/Kg ip 30 min avant t0 scan TEP Rat  6+6 
BPSRTM  

Ratio VOI/Cervelet 
↘20% BP 
↘10% VOI Hippocampe (223) 

Fenfluramine 10 mg/Kg iv 20 min après t0 scan TEP Rat  3 BP2/BP1= (1+F1/Ki)/(1+ 
F2/Ki) 

BP2/BP1=0,93 Hippocampe (237) 

Déplétion en Tryptophane 
Perfusion de Tryptophane 100 mg/Kg 30 min avant t0 scan TEP Homme 4+4 BPSRTM  NS NA (238) 

[18F]MPPF  0,34  

N=2; Fluoxétine 5 mg/kg , 30 min avant t0 scan TEP 
N=1; Fluoxétine 5 mg/kg 1 fois/J pendant 21 jours en SC 

   Chat  3 BPSRTM  
↘34%  

En aigüe 
Noyau Dorsal 

du Raphé (239) 

Fluoxétine 20 mg 5h avant t0 scan TEP vs placebo + test-retest Homme  8 BPSRTM  ↘ 44%+/-22 Noyau Dorsal 
du Raphé (240) 

Dose Aigüe : Citalopram i.p 0.5 mg/kg 60 min après t0  
Dose Chronique: Citalopram 10 mg/kg/J par pompe osmolaire 21 jours 
Injection de pargyline 3h avant t0 injection pour les 2 groupes 

Rat 23+5 BPSRTM  NS NA (236) 

Condition 1 : Régime de 24 h déplété en tryptophane. Boisson 
déplétée 4.5 heures avant   t0 scan TEP  
Condition 2 : Perfusion de tryptophane (10 mg/ml), 50 mg/kg, 
pendant 30 min, 60 min avant t0 scan TEP 

Homme 6 BPSRTM  NS NA (241) 

Paradigme Bolus Perfusion sans anesthésie 
Fenfluramine 5 mg/kg or 10 mg/kg i.v entre 90 et 130 minutes après le 
t0 scan TEP 
Fenfluramine 10 mg/Kg ip  

Singe 3 BPSRTM  NS NA (235) 

[18F]FPWAY <10  
Paradigme Bolus Perfusion 
 Paroxétine 5 mg/kg, i.v. pendant 15 min, à 90 min après t0 scan TEP Singe 4 

BP1=(CROI -CCervelet)/CPlasma                                                                                          
BP2= (CROI-CCervelet)/CCervelet 

↘-27%                             
↗ 

Noyau Dorsal 
du Raphé 

Cortex cérébral 
(242) 

[11C]CUMI-101 0,15  

Citalopram 2 et 4 mg/kg i.v., 30 min avant t0 scan TEP 
Fenfluramine 2.5 mg/kg i.v., 30 min avant t0 scan TEP Singe                 3+3 OC plot−VT ↘15 % à↘30 % 

 ↘24 % 

Régions 
cérébrales 

diverses 
(131) 

Citalopram 10 mg i.v., 45 min avant t0 scan TEP 
 vs. Placebo 

Homme  N=13 OC plot−VT                                                                                                      
BPND 

↗14 %  
↗5–8 % 

Régions 
cérébrales 

diverses 
(243) 

Citalopram 0.15 mg/kg i.v., 30 min avant à 30 min après t0 scan TEP Homme  N=6 VT  
BPND  

NS NA (132) 

Tableau 6: recensement non exhaustif d’études TEP majeures  abordant la sensibilité des radiotraceurs antagonistes 5-HT1A à la libération 

de sérotonine.
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ABSTRACT 

 

Purpose Serotonin is involved in a variety of physiological functions and brain disorders. In this 

context, efforts have been made to investigate the in vivo fluctuations of this neurotransmitter using 

positron emission tomography (PET) imaging paradigms. Since serotonin is a full agonist, it binds 

preferentially to G-protein coupled receptors. In contrast, antagonist PET ligands additionally interact 

with uncoupled receptors,. This could explain the lack of sensitivity to serotonin fluctuations of 

current 5-HT1A radiopharmaceuticals which are mainly antagonists and suggests that agonist 

radiotracers would be more appropriate to measure changes in neurotransmitter release. The 

present study evaluated the sensitivity to endogenous serotonin release of a recently-developed, 

selective 5-HT1A receptor PET radiopharmaceutical, the agonist [18F]F13640.  
Materials and methods Four cats each underwent three PET scans with [18F]F13640, ie, a 

control PET scan of 90 min, a PET scan preceded 30 min before by an intravenous injection 1 mg/kg 

of d-fenfluramine, a serotonin releaser (blocking challenge), and a PET scan comprising the 

intravenous injection of 1 mg/kg of d-fenfluramine 30 min after the radiotracer injection 

(displacement challenge). Data were analyzed with regions of interest and voxel-based approaches. A 

lp-ntPET model approach was implemented to determine the dynamic of serotonin release during 

the challenge study.  
Results D-fenfluramine pretreatment elicited a massive blockade of [18F]F13640 labelling in regions 

known to express 5-HT1A receptors, e.g., raphe nuclei, hippocampus, thalamus, anterior cingulate 

cortex, caudate putamen, occipital, frontal and parietal cortices and grey matter of cerebellum. 

Administration of d-fenfluramine during PET acquisition indicates changes in occupancy from 10 % 

(thalamus) to 31% (grey matter of cerebellum) even though [18F]F13640 dissociation constant from 

the receptor was low for a 90 min acquisition time. The lp-ntPET simulation succeeded in 

differentiating the control and challenge conditions. 
Conclusions The present findings demonstrate that labelling of 5-HT1A receptors with [18F]F13640 

is sensitive to serotonin concentration fluctuations in vivo. Although the data underline the need to 

perform longer PET scan to ensure accurate measure of displacement, they support clinical 

development of [18F]F13640 as a tool to explore experimental paradigms involving physiological or 

pathological (neurological or neuropsychiatric pathologies) fluctuations of extracellular serotonin. 
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INTRODUCTION 

 

The 5-HT1A receptor is a subtype of serotonin (5-HT) receptors that belongs to the G-protein coupled 

receptor family. 5-HT1A receptors couple to Gi/o protein and their activation induces an inhibition of 

cyclase adenylate and a decrease of cAMP synthesis, leading to hyperpolarization of neuron 

membrane and inhibition of neuron activity (244). 5-HT1A receptors are widely distributed in the 

central nervous system, being localized in raphe nuclei as somatodendritic receptors (245), or in 

cortical and limbic areas as post-synaptic receptors (246–248). The wide regional expression of 5-

HT1A receptors is in accordance with their involvement in many physiological functions, including 

cognition (249), cognitive behaviors (249), pain (250) and in numerous brain disorders such as 

anxiety (251), depression (252), schizophrenia (253),  Alzheimer disease (214) and Parkinson disease 

(254).  In view of the complexity of the functions controlled by 5-HT1A receptors, efforts have been 

made to investigate them using various positron emission tomography (PET) imaging tools, notably 

as concerns the fluctuations of endogenous neurotransmitter levels in physiological or pathological 

conditions. This objective can be pursued by using radiotracers that bind to the target receptors with 

comparable affinity as the neurotransmitter of interest. Such an approach has been largely applied to 

the study of the dopaminergic system, using radiotracers of D2/D3 receptors such as [11C]raclopride 

(89). Unfortunately, measuring endogenous 5-HT release using PET has proved more challenging 

(217,255). Currently, very few radiotracers display sensitivity to changes in 5-HT levels, including 

[11C]Cimbi-36, a 5-HT2A receptor agonist radioligand (256) and [11C]AZ10419369, a 5-HT1B receptor 

agonist radioligand (257). As concerns 5-HT1A receptors, some studies were carried out in rodent 

models with the antagonist [18F]MPPF (258,259) but did not show sufficient sensitivity to robustly 

evaluate physiological changes of endogenous serotonin levels,  

The main reason cited for the lack of sensitivity of 5-HT1A radiopharmaceuticals is the fact that they 

are antagonists or, at best, partial agonists (90). In vitro studies indicate that antagonist ligands bind 

similarly to receptors in both coupled and uncoupled states (89). Since serotonin is a full agonist 

which binds preferentially to G-protein-coupled receptors, competition with a PET antagonist is 

therefore "diluted" by the latter’s additional interaction with uncoupled receptors. In this context, 

using agonist radiotracers seems a more promising strategy, as they directly compete with 

endogenous serotonin on the same G-protein-coupled sites. Accordingly, [11C]Cimbi-36 shows a 

higher sensitivity to serotonin fluctuations compared to the antagonist radiotracer, [18F]altanserin 

(260).  

We previously evaluated a series of full-agonist ligands of 5-HT1A receptors, F13714, F15599 (a.k.a. 

NLX-101) and F13640 (a.k.a. befiradol or NLX-112), as potential radiotracers. Although the labelling of 
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F13714 and F15599 with fluorine-18 was successful, their first use in vivo as radiotracers showed that 

the signal to noise ratio was too low for [18F]F15599, and that [18F]F13714 binding appeared to be 

irreversible (139,195). In contrast, [18F]F13640 showed satisfying properties for neuroimaging. PET 

studies in rats, cats and non-human primates revealed that it specifically targets 5-HT1A receptors, 

and showed a good signal to noise ratio (261). Moreover, ex vivo autoradiography studies in rat 

showed that [18F]F13640 was almost ten times more sensitive to  competition binding with serotonin 

than the antagonist [18F]MPPF (261), thus justifying the current study.  

The aim of the present PET study was therefore to further investigate the PET sensitivity of 

[18F]F13640 to changes in endogenous serotonin levels induced by 1 mg/kg of d-fenfluramine, a 

serotonin releaser. Studies were conducted in cat due to its higher imaging resolution than mice and 

rats (239), as shown in our previous experiments with [18F]F13640 (261,262). We performed two type 

of pharmacological PET protocols with [18F]F13640: (i) a d-fenfluramine pretreatment 30 minutes 

before PET acquisition (5-HT blocking paradigm); and (ii) a challenge of d-fenfluramine 30 minutes 

after start of PET acquisition (5-HT displacement paradigm). Additional in vitro autoradiography 

experiments were also carried out and the data were analyzed using a ROI-based and a voxel-based 

approaches, with simple estimations of 5-HT1A receptors occupancy by serotonin or kinetic modeling 

of serotonin release using the lp-ntPET protocol (263). 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

I. [18F]F13640 radiosynthesis 

Synthesis of [18F]F13640 and quality controls pathways were previously described (261). Briefly, after 

production of fluoride preparation 18O(p,n)18F cyclotron reaction, 5 mg of F13640 nitro precursor are 

introduced. After nucleophile substitution, [18F]F13640 is obtained by separation on a preparative 

HPLC column (SymmetryPrepC18, 7µm, 7.80*300 mm, Waters). The radiotracer is formulated via 

solid phase extraction techniques using a Sep-Pak Light C18 cartridge (Waters). The final product is 

eluted with 1 mL of ethanol, diluted with saline and finally sterilized by filtration (sterile filter Millex-

GS, 0.22 µm; Millipore).   

 

II. Autoradiography studies 

The brain of one cat was extracted after euthanasia obtained by short inhalation of isoflurane and in 

accordance with European guidelines for care of laboratory animals (2010:63:EU). The brain was 
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immediately frozen in 2-methylbutane cooled with dry ice (-29°C). Coronal sections (30 µm thick) 

were cut using a -20°C cryostat, thaw-mounted on glass slides, and allowed to air dry before storage 

at -80°C until used. At the day of the experiment, all slides were incubated for 20 min in Tris 

phosphate-buffered saline buffer, pH 7.5, containing 37 kBq/ml of [18F]F13640. For competition 

studies, slices were placed in the same buffer plus four different concentrations of serotonin (1nM, 

2nM, 5nM, 10nM). For coupling studies, 10 µM of Gpp(NH)p, a non-hydrolysable analogue of 

guanosine 5’-triphosphate, was added. After incubation, slides were dipped in distilled cold water 

(4°C) and then dried and juxtaposed to a phosphor imaging plate and scanned for 60 min (BAS-1800 

II; Fujifilm). Regions of interest (ROIs) were manually drawn using Multigauge software (Fujifilm). The 

results were expressed in optical densities (PSL/mm2). 

 

III. PET studies 

 Animals and procedures 

Four male cats (Isoquimen S.L., Barcelona, Spain) weighting 3.5-5.5 kg underwent PET scans in 12 

separate sessions. All experiments were performed in accordance with European guidelines for care 

of laboratory animals (2010:63:EU). Before each exam, cats underwent a premedication with 

medetomidine (30-60 µg/kg subcutaneous) followed by anesthesia induction using intramuscular 

injection of 30 µg/kg medetomidine plus 2 mg/kg ketamine. Radiotracer injection was ensured by a 

catheter insertion into the cephalic vein of the forearm continuously perfused by NaCl 9%. 

Endotracheal intubation was performed to ensure a respiration rate of 15 breaths/min and 

anesthesia was maintained by constant insufflation of 2% isoflurane. Heart rate and SpO2 were 

continuously monitored. Cats were placed in ventral decubitus in an acrylic stereotactic apparatus 

with ear bars. Body temperature was maintained using a heated water blanket. 

 Study design 

Each cat underwent three PET acquisitions, i.e., one control acquisition, one d-fenfluramine 

pretreatment acquisition, and one challenge acquisition consisting in d-fenfluramine injected during 

acquisition. The agonist radiotracer of 5-HT1A receptors [18F]F13640 was injected in a bolus at the 

start of the PET acquisition over 30 s (108+/-19 MBq), diluted in 1 mL of NaCl 0.9%). D-fenfluramine 

was administered at 1 mg/kg diluted in 1 mL of NaCl 0.9%, 30 min before PET acquisition, for the pre-

treatment study, and 30 min after radiotracer injection, for the pharmacological challenge. The 

corresponding control experiments consisted in a  1 mL saline administration 30 min after the 

radiotracer injection. 
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 Data acquisition and reconstruction 

Images were acquired on a PET/CT Biograph mCT (Siemens) at the CERMEP-imaging platform. Before 

PET emission scan, a rapid CT acquisition was performed to compute a brain attenuation map. The 

PET emission scan was performed for 90 min in list mode immediately after intravenously injection of 

[18F]F13640. A dynamic PET image was reconstructed in a series of 28 sequential 

frames(4*30s;4*60s;8*180s and 12*300s). PET images were reconstructed with a fully three-

dimensional (3D) ordinary Poisson OSEM reconstruction (OP-OSEM). PET data were preprocessed 

using MINC Toolkit (Mc Connell Brain Imaging Centre, Montreal) and modeled with programs of the 

Turku PET Center library. For each cat, a PET sum image was computed and used as target for the 

warping of a multi-subject MRI template (264), which allows the parcellation of the brain into 20 

anatomical brain regions of interest. In addition, a bisymmetrical anterior part of centrum semiovale 

was manually drawn on display software and was considered as a reference region. Time-activity 

curves in kBq/cc were extracted for each ROI, bilaterally averaged. Each time point of the TAC was 

converted  into binding ratios compared to the centrum semiovale, which was chosen as region of 

reference. 

 

IV. PET data analysis 

 Occupancy analysis in pretreatment and challenge studies 

In pretreatment experiments, averaged binding ratios between 40 and 88 min were compared with 

the control experiments by Student t tests (p<0.01, Graphpad Prism 6). In the pretreatment study, 

blocking rates in the frame [40;88] min were calculated as below: 𝐵𝑙𝑜𝑐𝑘𝑖𝑛𝑔 𝑟𝑎𝑡𝑒 (%) = 𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 (𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) − 𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜(𝑃𝑟𝑒 − 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡)𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) − 1 × 100 

In the pharmacological challenge experiments, binding ratios between 40 and 88 min were compared 

with binding ratios to estimate occupancy rates (227):  𝑂𝑐𝑐𝑢𝑝𝑎𝑛𝑐𝑦 (%) = 𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 (𝐵𝑎𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑒) −  𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜(𝑃𝑜𝑠𝑡 𝑖𝑛𝑗𝑒𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛)𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜(𝐵𝑎𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑒) − 1 × 100 

The occupancy values obtained for each scan were averaged and compared to the control condition 

by Student t tests (p<0.01, Graphpad Prism 6). The occupancy rates in challenge condition were 

subtracted with the occupancy rates calculated in the control condition to finally obtain a corrected 

occupancy rates, taking into account non-specific changes that could occur without any challenge 
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 Voxel-based analysis of the pharmacological challenge study 

Ratio images were generated by dividing the PET signal in each voxel by the mean signal in the 

centrum semiovale using the Turku PET Center software (Imgratio function) to generate one baseline 

image from 15 to 30 min, one global post injection image from 30 to 90 min and 6 post injection 

images corresponding to 10-min intervals of 30-40 min; 40-50 min; 50-60 min; 60-70 min; 70-80 min; 

80-90 min. These ratio images were smoothed using a 1*1*1 mm3 isotropic Gaussian filter, spatially 

normalized in the template space, and statistically analyzed with SPM 12. Pooling the 4 subjects, a 

statistical map of the significant decreases of [18F]F13640 binding after the pharmacological challenge 

was computed with two successive paired t-test, the first performed for each scan using the relative 

contrast (Baseline image – Post injection), the second to compare the saline and challenge 

conditions, corresponding to the final contrast [(Baseline image – Post injection)challenge – (Baseline 

image – Post injection)saline] for each post-injection time interval. Statistical significance was set at 

p<0.01 uncorrected. 

 Kinetic modelling of [18F]F13640 displacement in the pharmacological challenge 

study 

We applied the lp-ntPET model (263) optimized with the 2-step method (265) on control and 

challenge conditions in order to characterize the transient tracer displacement induced by an 

endogenous serotonin release. This model computes the perfusion ratio of the ROI relative to the 

reference region (R1), the  efflux rate in the reference region (k2) and in the ROI (k2a), as well as four 

parameters describing the analytical curve of the endogenous serotonin discharge (modeled as a 

gamma variate function) underlying the TAC curve decrease after pharmacological challenge. The 

discharge equation parameters are , start time of the discharge (tD),  time of the peak of the 

discharge (tP),  a parameter controlling the shape of the discharge (α), and  the amplitude of the 

discharge (γ). The following constraints were applied on parameters: tD was searched between 30 to 

50 min with a step of 1 min, tP was searched between 31 and 90 min with a step of 1 min,  and  α 

ranged from 0.5 to 10 with a step of 0.5.  

Curves of k2a variation across time (expressed as the % of baseline) were calculated to highlight 

dynamic changes in regional 5-HT receptors (266). Receptor occupancies were obtained, in each 

region, from the dynamic BPND (DBPND) (267) estimated with the 2-step lp-ntPET model. 𝑂𝑐𝑐𝑢𝑝𝑎𝑛𝑐𝑦 𝑙𝑝 − 𝑛𝑡𝑃𝐸𝑇 (%) = 𝐷𝐵𝑃ே஽(𝐵𝑎𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑒) − 𝐷𝐵𝑃ே஽ (𝑃𝑜𝑠𝑡 𝑖𝑛𝑗𝑒𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛)𝐷𝐵𝑃ே஽(𝐵𝑎𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑒) × 100 

Where DBPND (baseline) is the averaged DBPND on the interval 30-40 min and DBPND (post injection) is 

the averaged DBPND on the interval 40-90 min. 
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RESULTS 

 

I. Radiosynthesis 

Radiolabelling of the nitro-precursor with fluorine achieved a radiochemical yield of 6% corrected for 

decay and 90 min-radiosynthesis time. The synthesis led to no other radioactive derivatives and the 

chosen HPLC conditions ensured good separation of [18F]F13640 from its precursor (261). 

Radiochemical purity was higher than 98%, and specific activity at EOS ranged between 25 and 124 

GBq/µmol. Radioactivity injected ranged from 76 MBq to 137 MBq. 

 

II. In vitro studies 

In vitro sensitivity of [18F]F13640 was evaluated by incubation of cat brain slices with increasing 

concentrations of serotonin in buffer. Binding was decreased in a concentration-dependent manner 

especially for the cingulate cortex (52% inhibition at 10 nM), the frontal cortex (32% at 10 nM) and 

the lateral septum (48% at 10 nM) (Figure 1A). No changes were observed in the cerebellum. 

Incubation of cat brain slices with 10 µM of Gpp(NH)p, a receptor/G-protein uncoupling agent, 

induced significant reduction of [18F]F13640 binding in comparison with control experiment: 52 % in 

the cingulate cortex, 48 % in the frontal cortex, 50% in lateral septum and no changes in the 

cerebellum (Figure 1B). 

 

III. In vivo distribution of [18F]F13640 

[18F]F13640 kinetics showed rapid uptake in the whole cat brain, and a slow wash-out during the 90 

minutes of acquisition (Figures 2 and 3). The dorsal raphe nucleus (DRN), the anterior cingulate 

cortex, the hippocampus and the thalamus showed the higher uptake values. The cortical parts of 

the cerebellum showed an intermediate uptake unlike the cerebellar nuclei. We also identified the 

anterior part of centrum semiovale as a region displaying a very low uptake for (Figure 2). Given that 

this region was unlikely to be impacted by partial volume effects compared to the cerebellar nuclei 

(due to their proximity with the cortical parts displaying high uptake) and that the signal was low and 

constant in the three conditions (Figure 3), this region was chosen as a reliable reference region.  
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IV. Pretreatment study with d-fenfluramine 

The intravenous administration of d-fenfluramine (1mg/kg) 30 min before radiotracer injection 

induced a drastic decrease of [18F]F13640 uptake (Figure 2). Significant decreases of binding ratios 

control occurred in caudate, thalamus, hippocampus, anterior cingulate cortex, frontal cortex, 

parietal cortex and DRN. The average blocking rate varied between 96 % (grey matter of the 

cerebellum) and 33% (pontine nuclei) (Table 1). 

 

V. Challenge study with d-fenfluramine 

The intravenous injection of d-fenfluramine (1mg/kg), 30 min after radiotracer injection, slightly 

decreased the time activity curves/increased the wash-out rate of [18F]F13640. The impact of d-

fenfluramine on TAC slope started at 40 minutes (Figure 3). Significant changes in occupancy rate 

were observed in cerebellum, hippocampus, caudate, occipital cortex, parietal cortex and thalamus. 

The average corrected rate of occupancy ranged from 14% for the frontal cortex to 31 % for the 

cerebellum (Figure 4). The voxel analysis underlined a progressive effect of the competition between 

the radiotracer and 5-HT induced by d-fenfluramine. Regions statistically concerned by this effect 

(p<0.01) were rostral colliculus, cerebellar grey matter, raphe nuclei, marginal gyrus, precuneus, 

cingulate gyrus, and lateral septum (Figure 5). 

 

VI. Kinetic modelling with 2-step lp-ntPET 

Occupancy rates estimated using the 2-step lp-ntPET model  displayed high displacement of the 

tracer in cerebellum, hippocampus, and the cingulate, frontal, temporal and occipital cortices, 

ranging from 12% in caudate to 16% in cerebellum (Figure 4). Interestingly, the curves of estimated 

parameter k2a displayed slight differences among animals and regions of interest. For cat 1, the 

shape of the curve was similar for all regions, with the detected start time of discharge at 15 minutes 

and a peak at 45-50 minutes after d-fenfluramine administration. The cat 2 displayed similar curves 

with a lower peak amplitude. For cat 3 the curves were slightly different, with a start time occurring 

later, at around 20 minutes, and a peak at 50 minutes after d-fenfluramine administration in the 

anterior cingulate cortex, cerebellum and caudate. In the hippocampus, the curve was even sharper 

with a start time at 25 minutes and a peak at 45 minutes after the challenge. For cat 4, two different 

kinetics were observed. In the cerebellum and the anterior cingulate cortex, the start time occurred 

very early, just after d-fenfluramine administration, followed by a slow increase to a peak reached 

between 45 and 50 minutes. In the caudate and the hippocampus, the start time was about 10 
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minutes after the challenge and k2a values increased rapidly, reaching a plateau 30 minutes after the 

challenge. We also noticed variations in terms of peak amplitude among regions (anterior cingulate 

cortex: cat4 > cat1 > cat2 > cat3 ; caudate: cat1 > cat4 > cat3 > cat2 ; cerebellum: cat1 > cat4 > cat2 > 

cat3 ; hippocampus: cat3 > cat1 > cat4 > cat2) and among cats (cat1: cerebellum > caudate > anterior 

cingulate cortex > hippocampus; cat2 and cat4: cerebellum > anterior cingulate cortex > caudate > 

hippocampus ; cat3: hippocampus > cerebellum > caudate > anterior cingulate cortex). The 

amplitude of peak ranged from 110% to 140% of k2a basal values (Figure 6) 

 

DISCUSSION 

In certain controlled paradigms, PET imaging enables the in vivo measure of neurotransmitter 

fluctuations in the living brain. For example, the determination of changes in extracellular dopamine 

levels elicited by dopamine-releasers has been well described, but equivalent exploration of the 

serotonin neurotransmission has proven to be difficult (89,90,217,255–259). Several teams have 

attempted to identify and characterize serotoninergic radiotracers that are sufficiently sensitive to 

detect changes in endogenous serotonin concentrations following an acute pharmacological 

challenge, but with limited success. Recently, an European consortium of teams demonstrated that 

[11C]CIMBI-36 binding is sensitive to increased levels of brain serotonin release following a d-

amphetamine challenge (268). In the present preclinical study, we propose an alternative 

radiopharmaceutical with a number of advantages. On the one hand, [18F]F13640 binds widely to 5-

HT1A receptors in the brain and covers many brain regions in both animals (261) and, as recently 

shown, in humans (269). On the other hand, this radiopharmaceutical is radiolabelled with fluorine 

18, allowing prolonged experimental protocols as well as broader dissemination to other research 

sites. 

As previously mentioned, the pharmacological characteristics of F13640 (a highly specific 5-HT1A 

receptor agonist, aka NLX-112 or befiradol) and preliminary in vitro results prompted us to initiate 

this preclinical proof-of-concept study. 

 

I. Effect of d-fenfluramine on brain serotonin levels 

The choice of d-fenfluramine, a well-described 5-HT releaser, was justified by its very low affinity for 

5-HT1A receptors (Ki=831 nM), ruling out the possibility of a direct competition with [18F]F13640 at 

administered doses (33). Although the binding profile of d-fenfluramine is well-known, there is a lack 

of data concerning effects of d-fenfluramine in different brain regions in terms of 5-HT release in cat. 

One study reported that basal serotonin concentrations in dorsal raphe of cats ranged from 0.32 nM 
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during REM sleep to 0.8 nM during waking (270). In the anesthetized rat, previous data indicated 

basal levels of serotonin of 0.24-0.25 nM in the ventral hippocampus (271). The intraperitoneal 

injection of 10 mg/kg of d-fenfluramine increased 5-HT levels to a maximum of about 7 nM (that is, 

nearly 3000% of baseline levels) after 40 min. In rat striatum, basal levels of serotonin were reported 

at 0.11 nM, with 1 mg/kg of d-fenfluramine ip increasing the concentration to 282% of basal levels 

after 2 hours in conscious animals (272). Basal levels in frontal cortex were estimated at 1.2 nM and 

administration of 10 mg/kg d-fenfluramine induced an increase to 420% of the baseline 30 minutes 

after ip injection (273). Hume and colleague reported that, after 40 min, d-fenfluramine 10 mg/kg ip 

increased 5-HT levels 4.5 fold in frontal cortex and 15 fold in for hippocampus (274).  In pig, a d-

fenfluramine dose of 0.5 mg/kg induced an increase of 1123% of serotonin in medial prefrontal 

cortex, 15 min after intravenous injection (260). These results and others show heterogenous basal 

levels of serotonin among brain regions and a widespread effect of d-fenfluramine, with some 

variability depending on the regions and species considered. A major limitation of many of these 

microdialysis studies is that high doses of d-fenfluramine can lead to large increases in extracellular 

serotonin concentrations that may not reflect normal-physiological conditions. In view of these 

multiple experimental results, the present study therefore used a low dose of fenfluramine in order 

to mimic physiological levels of serotonin fluctuation. 

 

II. Effect of d-fenfluramine on PET radiotracers binding 

Measuring endogenous levels of serotonin by competition with a PET radiotracer is a real challenge 

and no 5-HT1A receptor radiotracer has previously been successfully used for this purpose. The 

development of such a radiotracer faces many challenges related to both its own kinetic properties 

and to the characteristics of the serotonin system (255). For instance, the in vivo density of 5-HT1A 

receptors in the high affinity (i.e. G-protein-coupled) state is considered to be low, as suggested by in 

vitro findings, which may explain the lack of sensitivity of antagonist radiotracers to changes in 5-HT 

levels: serotonin would compete with a very small portion of the total binding pool of such tracers 

(225,275). This was also suggested by in vivo PET studies where agonists only show occupancies of 

10-20% of the [18F]antagonist-labelled sites (276). Numerous attempts with other 5-HT1A radiotracers 

to demonstrate changes of binding induced by pretreatment  or challenge with d-fenfluramine 

showed contrasted results. While pretreatment with d-fenfluramine at 10 mg/kg ip (274) and 

challenge studies with d-fenfluramine at 10 mg/kg iv in rats induced a significant decrease of 

[11C]WAY100635 uptake in hippocampus (19), iv infusion of 5 mg/kg and 10 mg/kg of d-fenfluramine 

in conscious non-human primates did not induce significant changes in [18F]MPPF binding (277). By 

contrast, [18F]MPPF was sensitive to d-fenfluramine challenge in a dose dependent manner in 
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anesthetized rats (258). For [11C]CUMI-101, a pre-injection with 2.5 mg/kg of d-fenfluramine and 2 to 

4 mg/kg of citalopram iv in baboon was responsible for a binding decrease of 15 to 30 % across brain 

regions (130). In humans, one study showed no changes in binding potential of this radiotracer after 

infusion of 0.15 mg/kg of citalopram (132) whereas another study showed few increases of binding 

potential at post-synaptic areas after infusion of 10 mg of citalopram (133). No significant evidence 

of sensitivity to 5-HT release was shown for [18F]FCWAY and [18F]FPWAY (278).  

 

III. Pretreatment study with d-fenfluramine  

All these previous studies contrasted with our preliminary findings with the full agonist [18F]F13640. 

Ex vivo autoradiography studies in rat brain revealed a 70% binding reduction following d-

fenfluramine iv preinjections at doses of 0.5 mg/kg, 1 mg/kg and 5mg/kg injection in hippocampus, 

anterior cingulate cortex and dorsal raphe whereas only a tendency was observed for [18F]MPPF at in 

the same conditions (261). These results suggested that [18F]F13640 is very sensitive to changes in 5-

HT levels, especially in view of the fact that the doses of d-fenfluramine needed for a significant 

effect were ten times lower than those used for [18F]MPPF. For the present study, we therefore 

chose to use a dose of 1 mg/kg of d-fenfluramine, which is lower than the doses used in previous 

studies investigating the sensitivity of 5-HT1A radiotracers but that were anticipated to be high 

enough to induce strong decreases of [18F]F13640 binding. As expected, 1 mg/kg of d-fenfluramine 

administered in pretreatment or a challenge induce marked changes in [18F]F13640 labeling kinetics 

(Figure 2 and 3). The pre-injection of d-fenfluramine induced a highly significant decrease of agonist 

radiotracer signal, and the blocking rate calculated in pre-injection was higher for hippocampus, 

anterior cingulate cortex and dorsal raphe in comparison with the previous ex vivo autoradiography 

study (58%, 60% and 55%, respectively) (261). The grey matter of the cerebellum was the most 

impacted region (90%) as it will be discussed later.  

 

IV. Challenge study with d-fenfluramine 

In this series of experiments, where d-fenfluramine was injected 30 minutes after the radiotracer, we 

did not observe pronounced effects as for the previous pretreatment studies. This was expected, 

given the slow dissociation rate of this radiotracer (198), due to its high affinity for 5-HT1A receptors 

combined with the short PET acquisition time of 90 minutes. Another mechanism that could 

contribute to the differences in absolute occupancy values between pretreatment and challenge 

studies would be a massive internalization of receptors after pretreatment studies, leading to a low 

density of high affinity sites at the surface of neurons (279,280). However, this hypothesis seems 
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unlikely because time activity curves displayed a slope inflection 10 minutes after serotonin release 

induced by d-fenfluramine in almost all regions of interest except the centrum semiovale. Although 

occupancy by 5-HT was lower when d-fenfluramine was administered 30 min after 18F-F13640, it was 

significantly different from control scans in all regions of interest, with values ranging from 10% in 

the thalamus to 31% in the grey matter of cerebellum. Accordingly, the voxel-based analysis detected 

significant decreases of [18F]F13640 in many regions, including the dorsal raphe and in several 

serotonergic projection areas (precuneus, cingulate, parietal and occipital cortices, colliculi, and 

cerebellar cortex).  

 

V. Changes of [18F]F13640 binding in cerebellum 

The results in the cerebellum can be puzzling considering the high uptake of [18F]F13640 in the 

cortical parts and the highest amplitude of effects in pretreatment and challenge paradigm. These in 

vivo data are also in discordance with our in vitro autoradiography results in the same region, i.e., a 

low level of binding which is not affected by serotonin displacement and not influenced by addition 

of Gpp(NH)p in buffer. Classical 5-HT1A radiotracers also show low specific binding in the cerebellum 

(281,282). However, the present in vivo results must be compared with previous data revealing 

decreased [18F]F13640 binding after pre-administration of a 5-HT1A antagonist or agonist, indicating 

the existence of 5-HT1A receptors in the cerebellum (261) . Furthermore, 5-HT release could occur in 

this region given that cat cerebellum contains projections of 5-HT neurons (232,233). In this regard, 

5-HT iontophoresis in cerebellar grey matter in cat induces strong inhibitory effects on local neurons 

- these are mediated by 5-HT1A receptors, highlighting the functional importance of cerebellar 5-HT1A 

receptors in cerebellum of this species (230). An autoradiographic study using a radiolabelled SSRI, 

[3H]paroxetine, also indicates that 5-HT transporter expression occurs in the cat cerebellum, both in 

the granular layer and the dentate nucleus (283). In this context of cerebellar heterogeneity of 5-HT1A 

receptor density, and strong effects of d-fenfluramine in the grey matter, we did not consider the 

cerebellar nuclei as a reference region. Instead, we identified a region in the anterior part of the 

white matter centrum semiovale that displayed consistently low signal in the three conditions and 

was less likely to be impacted by partial volume effects (Figure 4). This region was therefore used as 

reference, similarly to a previous study (42), for estimation of binding ratios and for the lp-ntPET 

modeling approach.  
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VI. Kinetic modelling of serotonin release 

The kinetic modelling approach used in this study calculated that fenfluramine-induced serotonin 

release caused an increase of 110-130% of receptor occupancy by serotonin (Figure 6). We observed 

a delay of 45 min between d-fenfluramine administration and the maximal occupancy effect. 

Furthermore, we noticed that modelled slopes of serotonin release were relatively close in the four 

cats but with a significant variability). Finally, the kinetic modelling results suggest an apparent slow 

5-HT release after d-fenfluramine injection, which is unexpected given its fast kinetics observed using 

microdialysis experiments. In fact, the slow washout of [18F]F13640 seems to be responsible for this 

difference. Furthermore, results must be analyzed with caution because anesthesia is considered to 

change endogenous levels of 5-HT (284) and numerous studies on conscious animals reveals 

differences in 5-HT levels or radiotracer binding (225,258,284).  

In the absence of microdialysis, the lp-ntPET model provides the first modeling of serotonin release 

induced by d-fenfluramine with a PET radiotracer of serotonin receptors. We proposed a lp-ntPET 

model which successfully discriminates control and challenge condition and confirms the hypothesis 

of a tracer displacement by a significant release of serotonin. The short acquisition time of 90 min 

appears as the major limitation of our study given the slow wash-out of the radiotracer (261). 

However, these results confirm that [18F]F13640 binding is reversible, despite slow kinetics, by 

demonstrating its sensitivity to serotonin release. Further studies using [18F]F13640 will need to be 

carried out using longer time scans to improve estimation of serotonin occupancy.  

 

CONCLUSIONS 

In conclusion, as compared with previous antagonist or partial agonist radiotracers, the present 

results demonstrate a high sensitivity of [18F]F13640 to serotonin release induced by d-fenfluramine. 

Although we used a low dose of d-fenfluramine (1mg/kg), a significant displacement of [18F]F13640 

was observed for both pretreatment and challenge studies. These results support our initial 

hypothesis that an agonist PET tracer is better adapted to measure endogenous levels of serotonin 

than antagonist PET tracers. Indeed, while the agonist PET tracer, [18F]F13640, binds only to G-

protein-coupled 5-HT1A receptors, in the same manner as the endogenous neurotransmitter, 

antagonists binds to both G-protein-coupled and uncoupled receptors. Consequently, antagonist PET 

tracers appear less effective to detect changes in serotonin levels, especially when G-protein-coupled 

receptors constitute only a small proportion of the total receptor population (281). Finally, the first 

kinetic modelling of serotonin release using [18F]F13640 as radiotracer demonstrates the feasibility of 
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evaluating 5-HT release in displacement experiments. The slow kinetics of our radiotracer indicate 

the necessity to perform longer acquisition times (or delayed PET scans) to ensure a better 

understanding of displacement or pretreatment studies, but also enable to perform displacement 

experiments without using a bolus followed by constant infusion administration. Overall, these 

results support the use of [18F]F13640 to investigate changes in serotonin levels in humans, 

particularly in the context of experimental paradigms involving physiological (sleep/wake states) or 

pathological (neuropsychiatric pathologies) fluctuations of extracellular serotonin. 

  



148 
 

FIGURES  

 
 

Figure 1. A: [18F]F13640 in vitro binding in cat brain with increasing concentrations of serotonin. 

(Front  Cx = frontal cortex; Cing = cingulate cortex; Septum: lateral septum ; Cereb = cerebellum). B: 

[18F]F13640 in vitro binding in cat brain with addition of 10 µM of Gpp(NH)p. (Front Cx = frontal 

cortex; Cing Cx = cingulate cortex; Septum: lateral septum; Cereb = cerebellum). 
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Figure 2. SUVr PET images of [18F]F13640 binding in the three experimental conditions, i.e., A: control 

conditions, B: injection of d-fenfluramine 30 min after PET acquisition beginning; C: preinjection of d-

fenfluramine 30 min before PET acquisition, using the centrum semiovale as a reference region (D). 

SUVr images are averaged from 32 to 90 min time of acquisition. (Post cing=posterior cingulate 

cortex; Front Cx=frontal cortex; Caudate=caudate putamen; Ent Cx= entorhinal cortex; DRN=dorsal 

raphe nucleus; PN=pontine nucleus; Thal: thalamus; Coll: colliculi; CS: centrum semiovale). 
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Figure 3. A: averaged time-activity curves of [18F]F13640 +/- SEM (circles, control conditions; 

triangles, pretreatment study with a preinjection of 1 mg/kg of d-fenfluramine, 30 min before PET 

acquisition). B Averaged time-activity curves of [18F]F13640 +/- SEM (circles, control conditions; 

triangles, challenge study with a postinjection of 1 mg/kg of d-fenfluramine, 30 min after beginning 

of PET acquisition). Caudate = caudate putamen; Hip = hippocampus; Cereb = cerebellum; Ant Cing = 

anterior cingulate cortex; DRN = dorsal raphe nucleus; CS = centrum semiovale. 
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Figure 4. A: averaged binding ratios of [18F]F13640 calculated in control (NaCl) and pretreatment (d-

fenfluramine) conditions in the four cats. (*p<0,05;**p<0,01;****p<0,0001). B: Occupancy (%) of 

serotonin calculated in control (NaCl) and challenge (d-fenfluramine) conditions in the four cats. 

(*p<0,05;**p<0,01;****p<0,0001). For values see table 1. 

 

 

 

  



152 
 

 

 

 
 

Figure 5. voxel-to-voxel analysis from 30 to 90 minutes PET acquisition, showing the significant 

decreases of [18F]F13640 binding after d-fenfluramine challenge compared to control scans (p<0.01, 

non-corrected). Occ Ctx: Occipital Cortex; Par Ctx: Parietal Cortex; Cing gyr: Cingulate gyrus; Coll : 

Colliculi ; DRN : Dorsal raphe Nuclei; Cereb: Cerebellum; Prc: precuneus). 
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Figure 6: simulation of the kinetics of serotonin release illustrated by variation (%)  of the efflux rate 

k2at_b  of 4 regions of interest (Ant Cing=anterior cingulate cortex; Caudate= caudate putamen; 

Cereb= cerebellum; Hip= hippocampus). 
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Table 1: 5-HT1A receptor occupancy rate calculated for pretreatment study, challenge study (standard analysis and lp-ntPET modelling). *Occupancy rate 

were adjusted on control condition for challenge study. (Caudate=caudate putamen; Thal=thalamus; Hip=hippocampus; Cereb=cerebellum; Ant 

Cing=anterior cingulate cortex; Front Cx: frontal cortex; Temp Cx: temporal cortex; Occ Cx: occipital cortex).

 
Caudate Thal Hip Cereb Ant Cing  Front Cx Temp Cx Occ Cx 

Pretreatment study on cats (n=4) 

Blocking rate (%+/-sd) 56+/-14 47+/-18 57+/-17 90+/-8,7 60+/-13 63+/-19 61+/-42 77+/-16 

Challenge study on cats (n=4) 

Occupancy* (%+/-sd) 17+/-1,5 10+/-3,4 16+/-3,1 31+/-1,2 19+/-3,8 14+/-4,8 16+/-5,8 25+/-1,3 

Occupancy lp-ntPET*(%+/-sd) 12+/-0.6 13+/-1.5 14+/-2,2 16+/-0,6 13+/-3,3 12+/-2,6 13+/-3,1 14+/-2,2 
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CHAPITRE 7 : PREMIER PASSAGE A L’HOMME DU [18F]F13640 

  

I. Introduction 

Le premier passage à l’homme du [18F]F13640 était initialement l’objectif principal du travail de 

thèse. En effet, si l’on récapitule l’ensemble des études précliniques du radiotraceur nécessaires pour 

argumenter son passage à l’homme, on voit que tous les prérequis nécessaires sont réunis. On 

notera que le grand avantage de ce radiopharmaceutique-candidat est qu’il bénéficie d’un dossier 

complet et bien documenté concernant son équivalent froid, le F13640, qui a été mené comme 

médicament jusqu’en phase II. Cela a facilité la constitution du dossier d’essais cliniques. Cela n’a 

toutefois pas empêché de réaliser à nouveau une étude de toxicologie imposée par les autorités 

réglementaires. Hélas, la longueur des procédures administratives, l’essai clinique de phase 0 ou 

phase 1 précoce (NCT03347331 ; 2017-002722-21) du [18F]F13640 n’a pu être mené de bout en bout 

pour assurer sa présentation complète lors de la soutenance de thèse. Aussi, nous nous proposons ici 

de présenter les résultats des 3 premiers sujets volontaires sains testés et les conclusions 

intermédiaires qui leur sont associées. Nous avons construit un protocole avec l’objectif de modéliser 

la pharmacocinétique du radiotraceur [18F]F13640 et de calculer des potentiels de liaison. Il s’agit ici 

de faire la preuve de concept inédite que ce radiotraceur agoniste est le reflet des récepteurs 5-HT1A 

fonctionnels.  

 

II. Matériel et méthodes 

 

 Sujets  

Les sujets étaient des hommes volontaires sains d’âge compris entre 20 et 45 ans recrutés sur le site 

de l’hôpital Pierre Wertheimer et de l’université de Lyon via la diffusion d’annonces. Les trois 

premiers sujets recrutés ont été informés et ont signé un consentement avant leur participation à 

l’essai clinique, conformément aux Bonnes Pratiques Cliniques. Parmi les critères d’exclusion, on 

retient l’existence de désordres psychiatriques ou neurologiques, l’existence dans les 3 derniers mois 

d’un traitement avec un effet connu sur le métabolisme de la sérotonine, l’existence d’une maladie 

infectieuse active, des contre-indications aux inhibiteurs de sérotonine (allongement du QT), contre-
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indications à l’IRM, la prise de médicaments psychotropes dans le mois précédent l’inclusion, la prise 

d’antalgiques morphiniques dans les 3 jours précédents l’examen d’imagerie, la prise de cannabis 

dans la semaine ayant précédé l’examen et les volontaires ayant une pathologie médicale grave ou 

associée.  

 Radiosynthèse 

Le précurseur chimique du [18F]F13640 a été fourni par la société Neurolixis Inc (Dana Point, CA, USA 

& Castres, France). Il a été qualifié « Bonne Pratiques de Fabrication » (BPF) par la société ERAS Labo 

de Saint-Nazaire-les-Eymes après recristallisation et mise en forme aliquotée. Le précurseur (avec 

groupement nitré) du F13640 est marqué au fluor-18 en utilisant l’anion 18F- comme réactif de la 

substitution nucléophile (le groupement –NO2 est « partant », remplacé par l’atome de 18F). La 

préparation du [18F]F13640 se réalise à l’aide d’un automate de synthèse Neptis (ORA, Belgique) 

selon une méthodologie classique de radiomarquage TEP utilisée pour de nombreux 

radiopharmaceutiques fluorés (à Lyon, le [18F]MPPF, utilisé chez l’homme, est radiomarqué selon ce 

principe). Les fluorures produits par le cyclotron sont élués avec du Kryptofix dans un mélange 

acétonitrile/eau. Ils subissent ensuite un séchage azéotropique. Le précurseur du F13640 (c’est-à-

dire la forme nitrée) est mis en solution dans 3 ml de DMSO puis est mis en contact avec les 

fluorures. La quantité de précurseur utilisée pour chaque lot est de 5 ± 0,1 mg. Ce radiomarquage se 

réalise à l’aide d’un kit stérile à usage unique, fournit par la société ABX et de même modèle que 

celui utilisé pour les synthèses radiopharmaceutiques du [18]-FDG sur l’automate de synthèse GE 

TRACERlab (« Cassette for the GE TRACERlab MxFDG »). Une HPLC semi-préparative de purification est 

réalisée sur le produit obtenu. Lors de chaque synthèse, il y a production d’un lot unique (dans un 

volume de 1 ml avant dilution et mise en seringue) sous forme d’une unité destinée à un seul sujet. 

Le rendement de la réaction de marquage corrigé de la décroissance radioactive est de 

6% (typiquement, l’activité d’entrée est de 45 GBq et l’activité EOS, en fin de synthèse, est de 2,6 

GBq). Il est à noter que ce rendement, relativement faible, est habituel dans la production de 

radiopharmaceutiques TEP. A la fin de la synthèse, un lot de 1850 MBq est produit. Cette activité est 

contenue dans un flacon d’environ 1 ml d’éthanol. 
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 Contrôle qualité 

L’exigence des Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) et des Bonnes Pratiques Cliniques (BPC) a 

nécessité la construction d’un cahier des charges bien précis définissant les contrôles qualités à la 

suite de sortie du [18F]F13640. Les contrôles réalisés sur le produit fini sont résumés dans le tableau 

suivant.  

 

 



158 
 

Tableau 7 : liste des contrôles réalisés sur le produit fini. 

 

 

 Prélèvements artériels 

Un cathéter artériel au niveau de l’artère brachiale est posé avant chaque examen TEP. Il a pour 

objectif de réaliser une fonction d’entrée du [18F]F13640. Autrement dit, l’objectif est de mesurer les 

concentrations de radiotraceur dans le sang et le plasma ainsi que les concentrations de métabolites 

de façon à obtenir la courbe plasmatique du [18F]F13640. Cette courbe est assimilée à la quantité de 

radiotraceur qui entre dans le cerveau dans le modèle pharmacocinétique. Le schéma des 

prélèvements est récapitulé dans le tableau ci-dessous (Tableau 8). Il existe 3 modalités de 

comptage : comptage sanguin, plasmatique ou des fractions d’élution de métabolites. A chaque 

temps, selon les modalités de comptage, la quantité de sang prélevée est adaptée.  

 

 

Tableau 8 : tableau récapitulant le schéma des prélèvements artériels. 
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A l’issue des prélèvements, chaque tube suit un protocole de comptage définit par le schéma 

suivant : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  51 : schéma du traitement des tubes après prélèvement. 

 

 

Pour les temps où un comptage de métabolite est requis, 15 fractions d’élutions d’une minute sont 

réalisées par HPLC (Colonne C-18 phase inversée C-18 (C18 Nucleodur 5 µm, 4.6×250 mm column; 

Elution par Eau/Acétonitrile/TFA 60%/40%/0.1%) à un débit de 0.9 ml min−1. On notera qu’une pesée 

des tubes de sang total avant et après est réalisée pour calculer la concentration de radioactivité. Le 

compteur utilisé est l’automate Gamma Wizard 2480, Perkin Elmer. Pour chaque tube le temps de 

comptage choisi est de 1 minute. 
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 Examens d’imagerie 

1. IRM 

Pour permettre des corrélations anatomo-fonctionnelles, un examen IRM 3D-T1 est réalisé. 

L’acquisition IRM consiste en une séquence 3D anatomique T1 sur le scanner IRM du CERMEP. Le 

volume anatomique qui couvre l’ensemble du cerveau comprend 176 coupes avec des voxels 

cubiques de 1 mm3 et 256x256 voxels dans chaque coupe transverse. La séquence réalisée est une 

acquisition T1 3D selon le protocole ADNI (285). Les coupes sont réalisées selon trois plans 

orthogonaux (sagittal, axial, coronal) en fonction d’un plan axial de référence orienté selon le plan bi-

commissural de Talairach, passant par le centre des deux commissures blanches antérieure et 

postérieure, correspondant au système référentiel universel. La durée totale de l’examen sera de 30 

minutes.  

 

2. TEP-CT 

L’acquisition TEP de chaque volontaire sain est effectuée après la réalisation de l’IRM et dure 90 

minutes. Le tomographe utilisé est la caméra TEP/CT Siemens Biograph mCT installée au CERMEP, qui 

permet l'acquisition simultanée de 109 coupes jointives de 2,027 mm d'épaisseur, avec une 

résolution spatiale de 4,4 mm au centre du champ de vue. Les coefficients d’atténuation des tissus 

crâniens sont obtenus par une acquisition au scanner X intégré à la caméra. Cet examen à basse 

dosimétrie dure 1 minute avant l’acquisition TEP. La dose injectée correspond à une dose de charge 

de 150 MBq pour tous les individus à laquelle sera ajoutée une dose pondérale de 1MBq/Kg. Ainsi, 

pour un individu de 50 Kg (poids minimum). La dose injectée est de 200 MBq +/-10%, soient 5.4 mCi. 

Pour un individu de 90 Kg (poids maximum) la dose injectée est de 240 MBq +/-10%, soient 6.5 mCi. 

En sachant que l’activité spécifique obtenue sera au mieux de 1.5 Ci/µmol, les quantités pondérales 

injectées varieront donc sur l’intervalle [1.4 - 1.7] µg (c’est-à-dire à microdose, bien en dessous de 

quantités à effet pharmacologique). L’injection est faite en en bolus (30 secondes environ), suivi 

d’une rinçure par du sérum physiologique. Les 3 premiers volontaires suivent, après l’acquisition TEP 

de 90 min, un balayage corps entier (jusqu’au pelvis). La durée du balayage est de 10 min. Ce 

balayage corps entier permet d’obtenir un premier aperçu de la biodistribution du radiotraceur et de 

des métabolites dans l’organisme. 
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 Traitement des données  

Pour chaque individu, une image TEP dynamique est reconstruite selon une série de 28 séquences 

(12*10s;6*20s;6*60s et 16*300s). Les images TEP sont reconstruites en 3 dimensions en suivant la 

reconstruction OP-OSEM. Elles sont prétraitées en utilisant l’outil MINC (Mc Connell Brain Imaging 

Centre, Montréal) et modélisée avec les programmes du centre TEP de Turku sur le logiciel SPM®. 

Pour chaque sujet, l’atlas Hammers est appliqué sur l’image TEP (286).  La radioactivité de chaque 

région est extraite en kBq/mL. Les premiers essais de modélisation sur le logiciel pmod® sont 

effectuées sur 25 régions jugées pertinentes pour l’analyse des récepteurs 5-HT1A. On élimine aussi 

les régions trop petites susceptibles de bruiter l’analyse. Les régions choisies sont les suivantes : 

hippocampe droit et gauche, amygdales droit et gauches, Gyrus temporal inférieur et médian droit et 

gauche, Cervelet Droit et Gauche, Insula Droit et gauche, partie latérale du lobe occipital droit et 

gauche, partie antérieure du gyrus cingulaire droite et gauche, gyrus frontal médian droit et gauche, 

gyrus frontal supérieur droit et gauche, noyau caudé droit et gauche, putamen droit et gauche, 

thalamus droit et gauche et corps calleux. Par ailleurs, nous définissons la région substance blanche 

comme la somme de la radioactivité de la substance blanche présente dans chaque région cérébrale.  

Enfin pour les noyaux gris centraux, nous définissons le contour des régions en assemblant substance 

grise et substance blanche pour obtenir une région de taille suffisante pour limiter le bruit. Pour les 

autres régions seules la matière grise est prise en compte.  

 

III. Résultats 

 

 Biodistribution 

Les images TEP présentées ci-dessous sont produites en fin d’acquisition entre t90min et t110min. Elles 

indiquent une fixation osseuse liée aux fluorures et une forte fixation dans le foie. On retrouve ce 

tropisme hépatique avec le [11C]CUMI101 après 90 minutes d’acquisition (287). Les causes de cette 

fixation relèvent de la physiologie du métabolisme à savoir un passage du radiotraceur dans les 

compartiments fortement perfusés en début d’acquisition et une concentration dans les 

compartiments d’élimination (foie, vessie) après 90 minutes. On note une fixation dans l’intestin 

grêle que l’on attribue à la présence de récepteurs 5-HT1A exerçant un rôle dans la régulation de la 

motilité intestinale (288,289). Enfin on remarque une fixation au niveau des glandes salivaires, des 

ganglions axillaires et des glandes séminales. Cette première approche de biodistribution appelle une 

étude ultérieure de dosimétrie pour quantifier la dose efficace reçue.  
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Figure 52 : vue antérieure TEP corps entier du [18F]F13640 des 3 sujets réalisée.  

 

 Images TEP et courbes temps-activité 

L’analyse des images TEP retrouve une liaison très corticale et ubiquitaire du radiotraceur comme 

pour les espèces étudiées dans les chapitres précédents. On retient une fixation dans le cortex 

préfrontal, les noyaux du raphé, le cortex du cervelet, le thalamus, l’hippocampe et le cortex 

cingulaire. 
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Figure 53 : image TEP statique [0-90]min d’un sujet. 

On identifie un signal faible dans le corps calleux région proche de la région de référence que nous 

avions utilisé chez le chat (Centrum Semiovale). Enfin, on remarque une accumulation du 

radiotraceur avec  une augmentation de la liaison au cours du temps. 

 
Figure 54 : courbes temps-activité des 3 sujets (Moyenne+/-SEM). 
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 Métabolites 

La détection des métabolites par HPLC a montré quelques limites. En effet, les conditions de 

formulation de l’échantillon ont été modifiées au cours des différents examens : patient 1, 75 µL 

plasma + 125 µL acétonitrile, non filtré;  patient 2 : 100 µL plasma + 25 µL acétonitrile + 75 µL eau, 

non filtré ; patient 3 : 100 µL plasma + 75 µL acétonitrile, filtré. Le changement de ces conditions a 

été imposé par la qualité du comptage des fractions d’élution au compteur et la qualité de l’élution 

sur l’HPLC. Le nombre de coups enregistrés par le compteur était dans une gamme trop faible, 

proche des limites de sensibilité du compteur, lors des premières manipulations. Les échantillons ont 

donc été plus concentrés en radioactivité dans les examens suivants. Ensuite, on constate au cours 

des temps d’élution une augmentation croissante du bruit de fond. Ceci est compatible avec un 

relargage progressif de radioactivité par saturation de la colonne. On identifie bien le pic de 

[18F]F13640 entre 5 et 7 minutes. Les autres pics observés sont considérés comme des facteurs 

confondants liés aux limites des conditions expérimentales.  

 

Figure 55 : moyenne de radioactivité +/- SEM  des fractions d’élutions des échantillons plasmatiques 

au cours de l’acquisition. On notera 15 fractions d’élutions pour le patient 1 et 17 pour les 2 autres. 
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 Fonction d’entrée 

Au vu des limites imposées par la quantification des métabolites, du stade préliminaire de l’analyse, il 

a été choisi de montrer les fonctions d’entrée plasmatiques non corrigées des métabolites et ce 

d’autant plus que les études TEP précédentes n’ont montré que très peu de métabolites chez le rat 

(211). On note un ratio plasma sur sang de 1,7 pour le patient 1 et de 1,8 pour les 2 autres.  

 

 

 
Figure 56 : fonction d’entrée plasmatique des 3 sujets.  
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 Modélisation 

Nous proposons ici les résultats de 3 modèles avec fonction d’entrée : modèle à 1 compartiment 

(1TC), modèle à 2 compartiments (2TC) et modèle Logan réalisés sur le logiciel pmod® 

Tableau 9: indices mesurés par le modèle 1TC. 

Tableau 10: indices mesurés par le modèle  Logan.

t* VT AIC t* VT AIC t* VT AIC
L1 65 0,75 66 60 1,76 69 60 1,85 69
L2 65 0,85 64 55 1,34 82 50 1,46 91
L3 60 1,04 71 45 2,31 103 35 2,39 121
L4 60 1,02 74 70 0,62 59 70 0,67 59
L13 45 1,66 98 30 1,63 106 30 1,68 107
L14 20 1,58 126 30 1,74 111 20 1,76 127
L17 20 1,47 121 25 2,09 115 20 2,14 118
L18 25 1,51 108 25 2,06 109 20 2,12 117
L20 25 1,68 133 55 2,61 72 30 1,95 127
L21 45 1,96 95 40 2,06 106 40 2,09 105
L22 20 1,53 127 20 1,61 133 20 1,70 124
L23 25 1,52 113 25 1,66 124 25 1,72 122
L24 30 1,68 132 30 2,57 130 25 2,56 137
L25 20 1,77 141 20 2,01 143 20 2,11 143
L28 20 1,76 123 25 2,01 110 20 2,06 112
L29 20 1,73 126 25 2,01 111 25 2,08 110
L62 20 1,48 125 30 1,85 109 20 1,85 125
L63 30 1,50 116 25 1,85 120 25 1,92 114
L34 55 1,04 82 50 1,22 87 50 1,27 86
L35 55 1,11 80 45 1,11 101 25 1,27 143
L38 35 1,72 118 25 1,62 137 20 1,67 145
L39 20 1,57 142 30 1,55 121 30 1,60 120
L40 60 1,08 72 25 1,70 135 25 1,76 136
L41 30 1,76 132 35 1,52 119 30 1,58 127
L44 55 0,79 80 50 0,88 91 40 0,94 109

Sujet 1 Sujet 2 Sujet 3
Modélisation Logan

K1 Vt AIC K1 Vt AIC K1 Vt AIC
L1 0,0077 2,6 139 0,010 1,5 159 0,012 1,7 99
L2 0,0076 2,6 160 0,010 1,4 155 0,012 1,6 112
L3 0,0077 3,7 136 0,010 1,7 146 0,011 2,0 101
L4 0,0073 8,4 151 0,010 1,8 143 0,011 2,1 118
L13 0,0094 2,3 133 0,012 1,6 133 0,013 1,5 102
L14 0,0097 2,0 127 0,011 1,8 131 0,013 1,6 90
L17 0,0100 1,4 108 0,012 1,2 134 0,015 1,9 81
L18 0,0101 1,5 109 0,012 1,2 138 0,014 1,8 76
L20 0,0091 2,6 143 0,011 1,8 137 0,013 1,7 99
L21 0,0095 2,3 128 0,012 1,7 138 0,013 1,8 96
L22 0,0095 1,8 123 0,013 1,2 148 0,014 1,3 84
L23 0,0096 1,6 115 0,012 1,3 135 0,015 1,2 109
L24 0,0106 1,9 127 0,013 1,7 151 0,014 2,1 97
L25 0,0108 2,1 126 0,013 1,7 156 0,015 1,7 85
L28 0,0108 2,0 119 0,013 1,4 141 0,014 1,8 86
L29 0,0105 2,1 120 0,013 1,4 138 0,014 1,8 86
L62 0,0093 1,7 124 0,012 1,3 144 0,014 1,5 76
L63 0,0094 1,6 122 0,012 1,3 144 0,014 1,6 83
L34 0,0077 1,9 144 0,010 1,1 129 0,010 1,3 122
L35 0,0082 1,5 135 0,010 1,0 141 0,011 1,2 99
L38 0,0094 2,0 129 0,012 1,2 129 0,013 1,3 104
L39 0,0100 1,6 125 0,013 1,2 139 0,013 1,4 97
L40 0,0090 1,7 121 0,011 1,3 144 0,013 1,5 93
L41 0,0088 2,0 124 0,010 1,3 146 0,012 1,3 101
L44 0,0064 1,0 158 0,006 13,1 170 0,008 0,9 116

Sujet 1 Sujet 2 Sujet 3
Modélisation 1TC
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Tableau 11 : indices mesurés avec le modèle 2TC. 

 

L1 L2 Hippocampe D et G, L3 L4 Amygdale D et G, L13 L14 Gyrus Temporal Médian et Inférieur D et G, L17 L18 Cervelet D et G, L20  L21 Insula D et G, L22 et 

L23 Partie latérale du Lobe olfactif D et G, L24 L25 Gyrus Cingulaire antérieur supérieur D et G, L28 L29 Gyrus Médian du Lobe Frontal D et G, L62 L63 Gyrus 

Supérieur du Lobe Pariétal D et G, L34 L35 Noyaux Caudés, L38 L39 Putamen D et G, L40 41 Thalamus D et G ; L44 Corps calleux

K1 k4 k3/k4 K1/k2 Vs Vt AIC K1 k4 k3/k4 K1/k2 Vs Vt AIC K1 k4 k3/k4 K1/k2 Vs Vt AIC
L1 0,0077 0,74 0,00 2,68 0,000 2,68 144 0,01 0,01 7,08 0,32 2,29 2,62 163 0,01 0,01 11 0,22 2,50 2,72 100
L2 0,0076 2,96 0,02 2,54 0,049 2,59 165 0,01 0,01 15 0,12 1,83 1,96 159 0,02 0,01 22 0,10 2,19 2,29 113
L3 0,0074 7,31 0,00 10,34 0,004 10,34 141 0,01 0,02 17 0,12 1,95 2,07 150 0,01 0,00 2,37E+85 1,17 2,78E+85 2,78E+85 105
L4 0,0073 7,36 0,04 10,20 0,361 10,56 155 0,01 0,02 6 0,35 1,95 2,30 148 0,01 0,00 1,40E+97 1,07 1,50E+97 1,50E+97 122
L13 0,0093 0,82 0,01 2,25 0,028 2,28 138 0,01 0,02 7 0,27 1,99 2,26 137 0,01 0,03 2 0,63 1,18 1,81 106
L14 0,0098 1,15 0,04 1,92 0,075 2,00 132 0,01 0,02 6 0,34 2,06 2,40 135 0,01 0,02 2 0,75 1,36 2,11 94
L17 0,0102 0,00 4,09 1,13 4,631 5,76 112 0,02 0,01 14 0,13 1,71 1,83 136 0,02 0,02 6 0,36 2,04 2,40 83
L18 0,0101 0,57 0,05 1,40 0,072 1,48 114 0,02 0,01 16 0,11 1,77 1,88 139 0,02 0,02 6 0,35 2,05 2,40 77
L20 0,0091 5,34 0,00 2,51 0,000 2,51 148 0,01 0,01 11 0,22 2,44 2,66 141 0,01 0,02 6 0,33 1,91 2,24 102
L21 0,0095 0,65 0,01 2,27 0,018 2,29 133 0,01 0,02 11 0,19 2,21 2,40 142 0,01 0,02 8 0,27 2,20 2,47 99
L22 0,0095 2,99 0,06 1,67 0,100 1,77 128 0,02 0,01 21 0,09 1,86 1,95 148 0,02 0,01 21 0,09 1,77 1,85 65
L23 0,0096 0,59 0,02 1,59 0,039 1,63 120 0,02 0,01 14 0,13 1,78 1,91 137 0,03 0,01 29 0,06 1,75 1,81 80
L24 0,0106 0,62 0,00 1,95 0,000 1,95 132 0,02 0,01 24 0,10 2,49 2,59 154 0,01 0,00 5 1,02 5,16 6,18 101
L25 0,0108 0,65 0,00 2,02 0,004 2,03 130 0,02 0,01 32 0,08 2,65 2,74 158 0,02 0,01 18 0,12 2,24 2,37 81
L28 0,0109 0,65 0,00 2,03 0,003 2,03 124 0,02 0,02 13 0,14 1,85 2,00 144 0,02 0,02 4 0,45 1,91 2,35 89
L29 0,0105 5,37 0,00 2,11 0,000 2,11 125 0,02 0,02 9 0,20 1,77 1,98 141 0,02 0,02 6 0,33 2,02 2,35 87
L62 0,0093 0,93 0,05 1,65 0,078 1,73 129 0,02 0,01 14 0,14 1,86 1,99 146 0,02 0,02 10 0,19 1,91 2,10 72
L63 0,0094 0,87 0,00 1,61 0,000 1,61 127 0,02 0,01 16 0,11 1,75 1,86 147 0,02 0,02 9 0,21 1,97 2,18 81
L34 0,0101 0,57 0,05 1,40 0,072 1,48 161 0,01 0,01 9 0,15 1,44 1,60 132 0,01 0,04 2 0,60 0,91 1,51 127
L35 0,0082 0,75 0,00 1,52 0,000 1,52 140 0,01 0,02 5 0,23 1,06 1,29 145 0,01 0,02 11 0,13 1,45 1,58 100
L38 0,0094 0,28 0,00 1,97 0,000 1,97 134 0,02 0,01 11 0,15 1,72 1,87 129 0,02 0,01 6 0,31 1,80 2,12 105
L39 0,0100 2,62 0,03 1,60 0,048 1,65 130 0,02 0,01 19 0,09 1,73 1,82 139 0,02 0,02 9 0,20 1,75 1,95 96
L40 0,0090 0,65 0,00 1,70 0,005 1,70 126 0,01 0,01 9 0,20 1,76 1,96 148 0,01 0,02 8 0,22 1,84 2,06 94
L41 0,0088 0,26 0,00 2,01 0,005 2,01 129 0,01 0,02 11 0,16 1,72 1,88 150 0,01 0,02 6 0,26 1,69 1,95 102
L44 0,0064 0,80 0,00 1,04 0,000 1,04 162 0,01 0,23 2 4,77 10,45 15,22 175 0,01 0,01 1 0,61 0,79 1,39 120

Sujet 3
Modélisation 2TC

Sujet 1 Sujet 2



IV. Discussion 

 

Les données préliminaires du premier passage chez l’homme du [18F]F13640 obtenue chez 3 sujets 

montrent une répartition ubiquitaire du radiotraceur dans le cerveau. Cela indique donc l’existence 

d’une réserve de récepteurs fonctionnels dans de nombreuses structures cérébrales. Ces 

observations sont à mettre au regard des images du [18F]MPPF chez l’homme qui montrent une 

fixation très faible dans le cervelet (231). Ainsi, et si l’on exclut une cible non-5-HT1A, non identifiée à 

ce stade, ces observations indiqueraient que le cervelet contient une faible proportion de récepteurs 

couplés.  

Les cinétiques du [18F]F13640 sont très lentes comme les modèles précliniques. Toutefois, elles 

semblent montrer une accumulation au cours du temps. L’analyse préliminaire des fractions 

d’élution ne retient pas de métabolites comme dans les données précliniques, on rejette donc 

l’hypothèse de l’entrée cérébrale de métabolites. Les données de la modélisation montrent plutôt 

une constante de dissociation k4 faible qui pourrait expliquer cette accumulation du radiotraceur. En 

effet, en phase aigüe d’injection, il pourrait y avoir un déséquilibre entre les entrées cérébrales 

massives de radiotraceur modélisées par les courbes plasmatiques (Figure 56) et la sortie très lente 

du radiotraceur caractérisée par un k4 faible (Tableau 11).  

Dans ce contexte, on peut penser que la fenêtre [0-90] minutes n’est pas suffisante pour atteindre 

l’équilibre du radiotraceur. Cela pourrait expliquer les données de modélisations incohérentes que 

l’on observe. En effet, les données du modèle 2TC montrent des valeurs très faibles de volume de 

distribution dans le compartiment spécifique (Vs) et des valeurs importantes de volume de 

distribution dans le compartiment non spécifique (Vt-Vs).  

Autrement dit, les régions riches en récepteurs 5-HT1A contiennent une grande quantité de 

radiotraceur non lié aux récepteurs. Le signal serait donc non spécifique. Etant donné la liaison 

spécifique du radiotraceur observée dans les modèles précliniques, on suppose que la fenêtre 

d’acquisition est bien trop courte pour exprimer son entrée et sa sortie cérébrale. La fidélité des 

estimations des macroparamètres et des microparamètres du modèle s’évaluant dans des conditions 

expérimentales prenant en compte l’ensemble de la cinétique du radiotraceur, on comprend bien 

que les données acquises sur 90 minutes sont tout à fait insuffisantes.  
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V. Conclusion 

 

Devant cette modélisation non satisfaisante, un amendement a été proposé au protocole initial.  Ce 

dernier prévoit notamment d’allonger la période d’acquisition du traceur. La liaison ubiquitaire ne 

facilitant pas la recherche d’une région de référence, le protocole prévoit comme alternative une 

méthode simplifiée d’estimation d’un volume de distribution caractérisé comme le ratio du signal du 

radiotraceur à l’équilibre sur la radioactivité du plasma artériel prélevé à l’équilibre. Etant donné le 

caractère invasif de la ponction artérielle, il est prévu de vérifier que le sang veineux estime 

correctement le sang artériel. Le cas échéant un simple prélèvement artériel sera jugé comme 

suffisant.  Cet amendement s’appuie sur la méthode qui a été appliquée à un radiotraceur 

cannabinoïde CB1 ayant une cinétique très lente, le [18F]MK-9470 (290). Enfin, si les données de 

biodistribution n’indiquent pas de suraccumulation de traceur dans un organe, il convient de 

programmer une étude de dosimétrie pour déterminer les doses efficaces de chaque organe cible.   
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VI. Article 
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CHAPITRE 8 : PERSPECTIVES 

 

En prévision des prochaines études cliniques qui pourrait utiliser le [18F]F13640 comme un outil 

inédit de pharmacologie, nous avons amorcé un projet de recherche visant à mieux comprendre la 

physiopathologie de l’algie vasculaire de la face (AVF ou cluster headache).  

Pour cela, nous proposons dans le dernier chapitre le projet de recherche, son rationnel et son 

protocole détaillé sous la forme de la réponse à deux  appels d’offres qui ont été sollicités avec 

succès : la fondation Neurodis (payant 50% du projet) et la fondation APICIL (payant les autres 50%). 
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I. What is Cluster Headache? 

Cluster Headache (CH), also known as “suicide headache”, is one of the most painful types of 

headache. CH is a primary headache disorder defined by a stereotypical clinical presentation and a 

unique circadian and circannual rhythmicity. Attacks are characterized by severe or very severe, 

strictly unilateral orbital, supraorbital and/or temporal pain lasting from 15 to 180 minutes (291). 

Headache attacks are associated with ipsilateral cranial autonomic symptoms such as lacrimation, 

conjunctival injection, rhinorrhea. During active cluster periods, attacks may strike up to 8 times a 

day at predictable times of the day. In the episodic form of CH, active cluster periods last for weeks 

or months and usually occur at the same period of the year in the autumn or spring. Cluster periods 

are separated by pain-free periods lasting more than one month. Another specificity of this painful 

disorder is the age and gender distribution of patients. Typically, CH mostly affects men and the 

mean age of onset is about 30 years. 

 

II. How serotonin (5-HT) is implicated in CH? 

Despite the fact that numerous studies explored CH patients, the pathophysiological mechanisms 

underlying this painful disorder remain poorly understood. As compared with the pathophysiology of 

migraine, CH has some specific mechanisms (292). Brain structures thought to be involved in the 

pathophysiology of CH are the trigeminovascular and parasympathetic systems and the 

hypothalamus (293). However, the anatomical site of CH attack initiation and the pattern of activated 

brain regions during attacks remain unknown (294). Pharmacological experiments suggest that 5-HT 

plays a major role in CH attacks (295). One of the princeps studies revealed a low concentration of 5-

HT in the whole blood and platelet outside the attack periods (296). Later, the levels of 5-HT and its 

metabolite 5-HIAA were found increased in plasma of CH patients during attaks, this was interpreted 

as the consequence of an enhanced serotoninergic metabolism (297). If these previous arguments 

are too indirect to be considered as definitive, implication of 5-HT in CH was also supported by the 

therapeutic impact of various agonist radioligands on 5-HT receptors such as ergot derivatives, and 

triptans (298). Here again, the pathophysiological concepts remain poorly documented and succinct. 

In addition, the pharmacological treatments currently available are of modest efficacy (299). All 

these elements justify the need to focus on specific targets in order to understand more precisely the 

CH mechanisms. 
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III. What is the role of 5-HT1A receptors in CH? 

Extensive studies in rodents suggest that 5-HT modulates nociceptive responses through the 

stimulation of several receptor types, particularly 5-HT1A receptors. Mutant mice, which do not 

express 5-HT1A receptors compared to paired wild-type mice of the same genetic background, were 

examined using validated tests based on different sensory modalities (300) and revealed a 

correlation between the expression of the receptor and a pain behavior. In terms of clinical research, 

5-HT1A receptors are involded in psycho-emotionnal symptoms such as anxiety and depression 

which are observed during migraine and CH attacks (301). 5-HT1A receptors also mediate the 

antinociceptive effect of serotonin against extracranial pain (302) and are known to mediate 

addiction (303,304), a feature commonly observed in CH patients (305). However, these data do not 

directly demonstrate the role of 5-HT1A receptor in CH, and innovative methods must be 

implemented for investigating the serotonergic system in the CH are warranted. Uncovering the 

serotonergic 5-HT1A mechanisms in CH pathophysiology could prove useful for the development of 

future drugs, 

IV. How can PET/MR neuroimaging help for understanding CH 

pathophysiology? 

So far, the few neuroimaging studies that have focused on CH have been conducted mostly with fMRI 

and more rarely with positron emission tomography (PET) radiotracers e.g., [18F]FDG and [15O]H2O, 

limiting the exploration to glucose metabolism or cerebral blood flow, respectively (306). As a main 

result, both PET and MRI demonstrated the implication of posterior hypothalamic region and 

anterior cingular cortex in critical phase (307,308). 

In this study, two innovative technologies will be used: 1) simultaneous acquisition of PET and MR 

images with a hybrid device available in Lyon, which permits to combine 5-HT1A receptors 

exploration, activation and functional connectivity studies; 2) the use for PET study of the first 5-HT1A 

radiopharmaceutical, [18F]F13640, which is a pure agonist binding specifically the functional 

receptors, developed by our team in the CERMEP-platform (EU Clinical Trials Register, EudraCT 

number #2016-00016-15). This will permit for the first time to assess the distribution of functional 5-

HT1A receptors in the different phases of the CH attack. 

V. Specific aims 

The aim of this study is to investigate simultaneously the modifications of functional 5-HT1A receptor 

coupling in CH patients vs the modifications of fMRI patterns during pain free periods and during 

attaks.  
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VI. Methods 

As summarized in Figure 57, we will compare the binding profiles of [18F]F13640 in CH patients and 

control subjects and correlate the density of functional receptors with the fMRI pattern at resting 

state, before, during and after an attack, and following administration of sumatriptan, a 5-HT1A 

agonist efficient to block CH attacks. As CH attack occur everyday at the same time during the active 

period, we elaborated a versatile protocol which addresses several physiopathological questions in 

each phase of CH. The latin square design of the study has the advantage to permit multiple 

comparisons. Finally, the introduction in the active phase of sumatriptan, provides the opportunity to 

decipher the mechanism of its therapeutic effect on CH. 

VII. Expected results 

We expect that specific 5-HT1A receptor status will correlate with brain activation patterns and that 

these parameters will be different between control subjects and CH patients in the pain free period, 

and will show changes between basal states during pain free and cluster headache periods, as well as 

between no-pain status, before an attack or after sumatriptan administration, and headache attack 

in CH patients. The regional modifications of “functional” 5-HT1A receptors over the course of CH will 

contribute to the understanding of the neurobiological support of this disabling neurological disorder 

and will argue in favour of the role of this receptor as a therapeutic target. 

 

Figure 57: summary of the experimental protocol and the questions we can answer through PET/MT 

imaging. 
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CONCLUSIONS GENERALES 

 

Dans ce travail de thèse, nous avons tenté de montrer dans quelle mesure les radiotraceurs 

agonistes revisitent la neuropharmacologie des récepteurs couplés aux protéines G. Nous avons 

montré que la mesure de libération de neurotransmetteurs endogène en TEP était une modalité très 

recherchée pour ses applications potentielles dans l’exploration des désordres neurologiques et 

psychiatriques.  

Les premières études réalisées avec les radiotraceurs dopaminergiques invitent à repenser le modèle 

ligand récepteur. En effet, les radiotraceurs agonistes dopaminergiques sont apparus plus sensibles 

que leurs homologues antagonistes. Il a donc fallu intégrer les données in vitro de la pharmacologie 

des protéines G in vivo pour expliquer ces différences. Sous l’angle d’une recherche bibliographique, 

nous avons montré que les phénomènes d’internalisation, d’agonisme biaisé, de couplage 

s’appliquent uniquement aux radiotraceurs agonistes. Par ailleurs, in vitro, les radiotraceurs 

agonistes se lient avec une haute affinité aux récepteurs couplés alors que les radiotraceurs 

antagonistes se lient avec la même affinité aux récepteurs couplés et non couplés. Cette propriété 

fondamentale semble expliquer pourquoi les radiotraceurs agonistes sont plus sensibles que les 

radiotraceurs antagonistes pour mesurer la libération de neurotransmetteurs. Vu les propriétés qui 

leur sont associées, il est possible d’obtenir une image fonctionnelle des récepteurs couplés aux 

protéines G.  

Dans le prisme du développement d’un nouveau radiotraceur agoniste 5-HT1A , nous avons exploré 

ces propriétés. Alors qu’aucun radiotraceur antagoniste ne montrait une sensibilité à la sérotonine, 

nous avons démontré la sensibilité du [18F]F13640. Cela confirme le concept selon lequel le 

radiotraceur agoniste présente un avantage certain pour mesurer des fluctuations endogènes de 

neurotransmetteurs.  

Devant la spécificité, la sélectivité du [18F]F13640 et ses études précliniques encourageantes, nous 

avons réalisé son premier passage à l’homme en proposant de façon inédite la première imagerie 

TEP des récepteurs 5-HT1A fonctionnels. Ce travail rappelle aussi l’importance de comparer l’imagerie 

d’un radiotraceur antagoniste et d’un radiotraceur agoniste pour apporter des preuves de concepts 

et améliorer le modèle ligand récepteur couplés aux protéines G. On comprend que les radiotraceurs 

agonistes ouvrent les portes de la pharmacologie fonctionnelle et invitent à utiliser des techniques 

d’imagerie hybrides (TEP/IRM) pour consolider cette approche.  

Enfin, au regard du Chapitre 1 définissant les étapes du développement du radiotraceur TEP, nous 

proposons ici un récapitulatif des étapes réalisées pour le [18F]F13640. 
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PHASE INITIALE 

Question biomédicale 
Peut-on voir en imagerie TEP le couplage des récepteurs couplés aux protéines 

G ? 

Cible biologique Récepteurs 5-HT1A 

Molécules série des F : F13714, F15599, F13640 

Synthèse radiochimique Substitution nucléophile, ajout d’un 18F 

PHASE PRECLINIQUE 

Evaluation de la bibliothèque 

de radiotraceur : série des F 

[18F]F13714 liaison irréversible : arrêt 

[18F]F15599 signal/bruit trop important : arrêt 

[18F]F13640 valide sur modèle rat, primate, chat 

Modélisation 

pharmacocinétique 

Echec de la modélisation sur le modèle rat 

Pas de métabolites chez le rat 

Preuve de concept en 

autoradiographie 

Blocage dose -dépendant par sérotonine et blocage par WAY-100635 chez le rat  

Liaison aux récepteurs couplés chez le rat et le chat montré  avec le GPP(NH)p 

Diminution dose dépendante de la liaison ex vivo après défi pharmacologique à la 

fenfluramine chez le rat 

Etudes TEP 

Blocage par 8-OHDPAT chez le rat et le chat 

Blocage par WAY-100635 chez le rat, le  chat et le primate 

Agonisme biaisé du F13640 par imagerie Hybride TEP/IRM chez le chat 

Sensibilité du [18F]F13640  à la libération de sérotonine chez le chat en condition 

de pré-traitement et défi pharmacologique induit par fenfluramine 

PHASE CLINIQUE 

Autoradiographie Diminution du couplage des récepteurs en phase précoce de la MA 

Etude TEP 

Premier passage à l’homme en cours 

-Acquisition des premières données de biodistribution 

-Pas de métabolites 

-Modélisation en cours 

Perspectives Exploration de l’Algie Vasculaire de la Face en TEP/IRM 

 

Tableau 12 : résumé des études  [18F]F13640 pour l’imagerie des récepteurs 5HT1A couplés. 
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