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Abstract

Introduction: Medullary thyroid carcinomas (MTC) reveal
overexpression of several peptide receptors particularly of
gastrin and cholecystokinin 2 (CCK2). Experimental studies
of various CCK-2/gastrin analogues found that a C-terminal,
8-aminoacid peptide, ,Glu-octagastrin, has optimal proper-
ties. Thus, the aim of our studies was to prepare *"Tc-label-
led HYNIC-octagastrin, to evaluate its biologic tolerance in
animals and introduce for scintigraphy in patients with MTC.
Material and methods: HYNIC- Glu-octagastrin was from
piCHEM (Graz, Austria), *™Tc generator from Amersham
(Health), other reagents were purchased from Sigma. Label-
ling of the peptide was performed in phosphate buffer of pH
6.0 for 10 minutes at 100°C using EDDA and tricine as coligands.
Results: The labeling yields were high (above 95%); the spe-
cific activity amounted to 1200 to 1430 xCi/ug. Radiochemi-
cal purity on SepPak cartridge and ITLC ranged from 94 to
98%. No adverse effects were observed in mice after admi-
nistration of 10 to 50 times greater doses that those used in
patients. Clinical studies comprised 20 patients with MTC
and high serum calcitonin. *Tc-EDDA/HYNIC- Glu-octa-

gastrin, 500 to 700 MBgq, was administered iv and whole body
scintigraphy was performed using a double head gamma-
-camera (Varicam, Elscint) 2 and 4 hours later. Increased
accumulation of the tracer in foci of MTC and its metastases
was found in 8 patients.

Conclusions: Scintigraphy with a new gastrin analogue
(p,Glu-octagastrin) makes it possible to detect MTC with
overexpression of CCK-2/gastrin receptors and to select
patients for receptor-mediated radiopeptide therapy using
DOTA-gastrin analogues labelled with '7Lu and Y.

(Pol ] Endocrinol 2006; 4 (57): 427—430)
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Streszczenie

Wstep: Rak rdzeniasty tarczycy (MTC, medullary thyroid can-
cers) wykazuje nadekspresje receptoréw kilku peptydow,
zwlaszcza receptoréw gastryny i cholecystokininy 2 (CCK2).
W badaniach eksperymentalnych réznych analogéw CCK2
igastryny wykazano, ze najlepsze wilasciwosci posiada C-kon-
cowy 8-aminokwasowy peptyd  Glu-Oktagastryna. Dotych-
czas brakuje doniesierr na temat klinicznego zastosowania
tego analogu. Celem pracy bylo opracowanie zestawu do uzy-
skania znakowanej *™Tc-Oktagastryny, sprawdzenie tolerancji
biologicznej preparatu i okreslenie przydatnosci tego pepty-
du w scyntygrafii.

Material i metoda: HYNIC- Glu-minigastryna (piCHEM,
Austria), *"Tc (Amersham), trycyna, EDDA, SnCl,-2H,O
(Sigma). Znakowanie wykonano w buforze fosforanowym
o pH 6,0 w temp. 100°C przez 10 minut z koligandami EDDA
itrycyna.

Wyniki: Wydajnosé¢ znakowania byla wysoka; aktywnos¢
wynosita 1200-1430 uCi/ug. Czystoé¢ radiochemiczna okre-
$lana metoda chromatografii odwrotnej fazy na minikolum-
nach SepPaku i chromatografii cienkowarstwowej wynosita
94-98%. W badaniu biologicznym u myszek szczepu Balb/c
wykazano brak dzialai niepozadanych po zastosowaniu
preparatu w dawkach 10- i 50-krotnie wyzszych niz stoso-
wanych uludzi. Badania kliniczne objely 20 chorych z MTC
z wysokim stezeniem kalcytoniny; rozpoznanie bylo

potwierdzone badaniem histopatologicznym i immunohisto-
chemicznym usunietego guza. Chorym podano 500-700 MBq
#mTc-EDDA/HYNIC- Glu-oktagastryny i po 2 oraz 4 godzi-
nach wykonano scyntygrafie calego ciala z uzyciem gam-
makamery dwuglowicowej Varicam (Elscint). U 8 chorych
scyntygrafia wykazala gromadzenie znacznika w ognisku
raka rdzeniastego i jego przerzutach.

Whioski: Scyntygrafia z uzyciem nowego analogu Glu-
-Oktagastryny pozwala na wykrycie guzéw z nadekspresja
receptoréw CCK2/gastrynowych i wskazuje na mozliwosé
zastosowania terapii radioizotopowej z uzyciem DOTA-
-oktagastryny znakowanej 7Lu i Y.

(Endokrynol Pol 2006, 4 (57): 427—430)
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Wstep

Diagnostyka i terapia raka rdzeniastego tarczycy (MTC,
medullary thyroid cancers) nadal sprawia powazne trud-
nosci, poniewaz nowotwor ten nie gromadzi jodu i stad
nie poddaje sie terapii izotopem jodu 131. Leczenie MTC
polega na totalnej tyreoidektomii i usunieciu weziéw
chtonnych, jednak az w polowie przypadkéw docho-
dzi do nawrotéw i przerzutéw, na co wskazuje wyso-
kie stezenie kalcytoniny w surowicy chorych. Radiote-
rapia zewnetrzna i leki cytostatyczne sa mato skutecz-
ne, dlatego istotnym problemem jest wczesne wykry-
cie i lokalizacja ognisk nowotworowych.

Guzy neuroendokrynne, do ktérych zalicza sie MTC,
wykazuja zwiekszong ekspresje receptorow aktywnych
peptydow. W badaniach Reubiego i wsp. [1, 2], wyko-
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nanych metoda autoradiografii z uzyciem peptydéw
znakowanych 125-jodem w MTC, ujawniono znaczna
nadekspresje receptoréw cholecystokininowych typu 2
(CCK2)i gastrynowych, wspdlnych dla obu peptydéw,
ktora przewyzszala ekspresje receptoréw somatostatyny,
wapnia i kalcytoniny, réwniez obecnych w komoérkach
tego raka. Stalo sie to podstawa do diagnostycznego
i terapeutycznego stosowania radiopeptydéw celowa-
nych na odpowiednie receptory.

W badaniach klinicznych jako pierwsze zastosowano
analogi somatostatyny — oktreotyd znakowany 111 in-
dem (Octreoscan firmy Mallinckrodt), a w ostatnich la-
tach — latwiejszy i tanszy znakowany *™Tc Tektrotyd
(EDDA-HYNIC-Tyr*-octreotide), produkowany przez
OBRI, Polatom (Swierk).
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Behr, Behe i wsp. [3-6] do scyntygrafii guzow neuro-
endokrynnych wprowadzili poczatkowo 'I-gastryne,
potem znakowang "'In  Glu'-minigastryne, i uzyskali
pozytywne wyniki w scyntygrafii w wiekszosci przy-
padkéw MTC i guzéw neuroendokrynnych.

Jednak wysokie wchtanianie zwrotne | Glu'-miniga-
stryny i przedluzona retencja tego peptydu w nerkach
stanowily istotng przeszkode w zastosowaniach terapeu-
tycznych. W badaniach eksperymentalnych réznych
analogéw gastryny stwierdzono, ze 8-aminokwasowy
peptyd — [ Glu-oktagastryna — wykazal dobre wiaza-
nie z komoérkami rakowymi i znacznie nizszg retencje
w nerkach [7, 8].

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie zestawu
do uzyskania znakowanej *™Tc HYNIC- Glu-oktaga-
stryny (*™Tc-oktagastryny), sprawdzenie tolerancji
biologicznej tego peptydu i zastosowanie w badaniach
klinicznych w scyntygrafii u chorych na raka rdzenia-
stego tarczycy.

Materiaty i metody

Badanie scyntygraficzne z zastosowaniem nowego ana-
logu HYNIC-oktagastryny wykonano u 20 chorych,
w tym u 14 kobiet i 6 mezczyzn z wysokim stezeniem
kalcytoniny w surowicy. Wszystkich chorych poddano
totalnej tyreoidektomii i usunieciu wezléw chlonnych.
Wyniki histopatologiczne i badania immunohistoche-
miczne usunietych guzéw (dodatnie reakcje na kalcy-
tonine i chromogranine) potwierdzily rozpoznanie raka
rdzeniastego tarczycy.

HYNIC- Glu-oktagastryna pochodzita z piCHEM
(Graz, Austria) generator *Mo/*Tc z Amersham (Heath).
EDDA i trycyne oraz pozostale odczynniki zakupiono
w firmie Sigma, a minikolumny C18 SepPak w Waters
Corp.

Preparatu HYNIC-oktagastryny nie stosowano u lu-
dzi, dlatego przed badaniami klinicznymi w Zakladzie
Toksykologii AM wykonano badanie biologiczne na
myszkach, podajac dootrzewnowo dawki 10-50 razy
przekraczajgce dawki stosowane u ludzi. Obserwacje
wykazaly catkowity brak dzialan niepozadanych
u zwierzat do$wiadczalnych, co pozwolilo uzyskaé zgo-
de Komisji Etycznej na zastosowanie tego analogu
u chorych.

HYNIC-oktagastryne znakowano 99m-technetem
(26-30 mCi) w buforze fosforanowym (pH 6,0), stosu-
jac jako koligandy EDDA (10 mg), trycyne (20 mg) oraz
SnClL,-2H,0O (20 u#g) w tazni wodnej o temperaturze
100°C przez 10 minut, na podstawie metody znakowa-
nia HYNIC-okreotydu opracowanej przez von Guggen-
berga i Mikolajczak [9].

Scyntygrafie calego ciala wykonano gammakamera
Varicam (Elscint) po podaniu chorym dozylnie 12-14 mCi

znakowanej oktagastryny. Scyntygrafie wykonano
w réznych odstepach czasu: u 15 chorych po 21 4 go-
dzinach, a u pozostalych po: 1, 2, 3, 4 i 8 godzinach po
podaniu znacznika u réznych chorych dla okreslenia
optymalnego okresu akwizycji.

Wyniki

Zastosowana metoda znakowania 99m-technetem
HYNIC-oktagastryny pozwolita na uzyskanie *~Tc-HY-
NIC-oktagastryny o wysokiej aktywnosci wlasciwej
1200-1430 uCi/ug. Czystos¢ radiochemiczna na mini-
kolumnach SepPak wynosita 94,8-98,1%. W badaniach
biologicznych u myszy $ciéle kontrolowanych przez
3 dni wykazano duze bezpieczeistwo podawania HY-
NIC-oktagastryny, poniewaz megadawki tego pepty-
du nie wywolaly dzialaf niepozadanych, a stezenie kre-
atyniny i mocznika u myszy nie uleglo Zadnej zmianie.

Zastosowanie znakowanej HYNIC-oktagastryny
u chorych na MTC bylo dobrze tolerowane, u nikogo
nie wystapily dzialania niepozadane, nawet w przypad-
kach, w ktérych podanie innego analogu gastryny—pen-
tagastryny wywolalo chwilowe mdlosci lub b6l w nad-
brzuszu. Ré6znice w odpowiedzi na te analogi gastryny
zalezaly zapewne od tego, ze dawka pentagastryny byla
znacznie wyzsza (30—40 ug) niz dawka oktagastryny
(79 ug).

U wszystkich chorych juz w 1.i 2. godzinie po dozyl-
nym podaniu *"Tc-Oktagastryny scyntygrafia wykazata
fizjologiczne gromadzenie znacznika w zotadku i dwu-
nastnicy. W 2.1 3. godzinie znacznik zanikal w zoladku,
natomiast widoczny byl w dalszych odcinkach jelita
cienkiego. W 4. i 8. godzinie znacznik gromadzil sie takze
w jelicie grubym, a po 24 godzinach tylko jelito grube
uwidacznialo si¢ na scyntygramach.

Ponadto mniejsze gromadzenie znacznika, wczeénie,
bo juz w 1.12. godzinie, bylo widoczne w obu nerkach
ipecherzu moczowym oraz u kobiet w wieku rozrodczym
w obu gruczotach piersiowych. Znacznik gromadzit sie
takze w stawach barkowych, w postaci tukowatych
linii, oraz w $rédpiersiu. Natomiast nie byto akumulacji
#mTc-oktagastryny w $ledzionie i watrobie, a wiec
w miejscach, gdzie inne znaczniki izotopowe, zwlasz-
cza “Tc-HYNIC-TOC, ulegaja znacznej akumulacji
i retengji.

Ogniska patologicznej akumulacji *™Tc-oktagastryny
stwierdzono u 8 chorych, a u 6 z nich w wezlach chion-
nych szyi, nadobojczykowych lub $rédpiersiowych.
Odlegle przerzuty raka uwidocznily sie w plucach
ujednego chorego, w kosciach uinnej chorej, au 2 cho-
rych znacznik gromadzil sie w Srédpiersiu.

Czas akwizycji (scyntygrafii) nie miat istotnego
wplywu na wykrycie ognisk patologicznego gromadze-
nia znacznika, poniewaz scyntygramy wykonane po
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21 po 4 godzinach nie r6znily sie istotnie miedzy soba.
Zbyt mata liczba badan po 1 godzinie nie pozwala oce-
ni¢, czy ten okres jest wystarczajacy. Natomiast scynty-
gramy wykonane po 8 i po 24 godzinach nie ujawniaty
ognisk nowotworowych; znacznik widoczny byt tylko
w jelicie grubym i dladowo w nerkach.

Dyskusja

U chorych na raka rdzeniastego tarczycy w toku testu
z pentagastryna juz w pierwszych minutach dochodzi
z reguly do znacznego zwiekszenia stezenia kalcytoni-
ny w surowicy. Posrednio wskazuje to na obecnos¢ re-
ceptorow gastrynowych na powierzchni komérek MTC.
Stad mozna bylo oczekiwag, ze podanie oktagastryny,
8-aminokwasowego analogu gastryny, zawierajacego
te samg aktywna grupe 4 aminokwaséw C-koncowego
odcinka gastryny, pozwoli uzyska¢ pozytywne wyniki
u wszystkich chorych. W odréznieniu od oczekiwan,
badania scyntygraficzne z zastosowaniem *Tc-HY-
NIC-oktagastryny daly pozytywne wyniki w mniej niz
polowie przypadkéw MTC. U tych samych chorych
wykonanie scyntygrafii analogiem somatostatyny
(*"Tc-HYNIC-TOC) pozwolito wykry¢ ogniska patolo-
giczne u 16 chorych, a wiec prawie 2-krotnie czesciej. Przy-
puszczalnie dolaczenie do oktagastryny substancji che-
latujacej, amidu hydrazyno-nikotynowego (HYNIC)
oraz *™Tc utrudnia wigzanie tego kompleksu przez re-
ceptory gastrynowe MTC.

Wykrycie obecnosci receptoréw CCK-2/gastryno-
wych u chorych na MTC daje istotne wskazania do
wyboru terapii chorych. Gromadzenie znacznika
w wezlach chlonnych szyi i nadobojczykowych wska-
zuje na potrzebe ponownej operacji, natomiast chorzy
niekwalifikujacy sie do reoperacji s3 kandydatami do
receptorowej radiopeptydowej terapii, peptydami zna-
kowanymi 177-lutetem i 90-itrem. U chorych na MTC
z obecnoscia 2 typow receptoréw gastrynowych i so-
matostatynowych przewidywaé mozna kombinowang
terapie DOTA-oktagastryng i DOTA-TATE, znakowa-
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nymi emiterami promieniowania 8, co powinno przy-
czynié sie do uzyskania lepszych niz dotad wynikéw
terapeutycznych.

Whioski

Scyntygrafia z uzyciem nowego analogu _Glu-oktaga-
stryny pozwala wykry¢ guzy z nadekspresja receptoréw
CCK-2/gastrynowych i wskazuje na mozliwos¢ zastoso-
wania terapii radioizotopowej z uzyciem DOTA-okta-
gastryny znakowanej '”’Lu lub Y.
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