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Abstract

NIS gene is located on chromosome 19 and encodes
643 amino acid protein. It belongs to membrane Na*
dependent glucose symporter proteins family. In normal
thyroid is located in basolateral membrane of thyreocyte.
It plays a main role in concentrating of iodine in thyreocyte
and thus in thyroid hormones synthesis. It was proved
that NIS expression influences effectiveness of radioactive
iodine therapy in well-differentiated thyroid cancers. The
aim of this study was to estimate the NIS expression and
its dependence with gender, age and stage in thyroid
papillary and follicular cancers. The frozen sections of
tissue were used as a source of tumor RNA. RT-PCR
technique was employed for NIS expression analysis.
We did not find dependence between the presence of NIS
expression in investigated thyroid cancers and stage of
disease estimated according to TNM classification. We
also did not find dependence between NIS expression

and gender or sex of the patients. Our results suggest
that there is no dependence between NIS expression and
iodine uptake.

(Pol | Endocrinol 2005; 1(56): 25-29)
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Streszczenie

Gen NIS zlokalizowany na chromosomie 19 koduje biatko
zloZone z 643 aminokwaséw. Biatko to nalezy do rodziny
bialek blonowych tzw. zaleznych od Na* symporteréw
glukozowych. W prawidlowej tarczycy jest zlokalizowane
w blonie podstawnej tyreocytu. Fizjologiczna rola biatka
NIS polega na wspétudziale w biosyntezie hormonéw
tarczycy, umozliwia bowiem nagromadzanie w znacznym
stezeniu jonéw I' w tyreocycie. Z doniesien literaturowych
wynika, ze w nowotworach zlosliwych tarczycy (gtéwnie
pecherzykowych i brodawkowatych) ekspresja genu NIS
moze wplywaé na skuteczno$é rutynowo stosowanej
terapii jodem radioaktywnym .

Celem pracy bylo okreslenie ekspresji genu NIS w rakach
tarczycy, a takze poszukiwanie zaleznosci pomiedzy
ekspresja badanego genu a stopniem zaawansowania
klinicznego  nowotworu oraz odpowiedzia na
zastosowana radioterapie.

Material do badar stanowily mrozone skrawki tkankowe
pochodzace zrakéw tarczycy. Metoda ktéra wykorzystano
do badan byla oparta na reakcji odwrotnej transkrypcji
(RT) wyizolowanego RNA, po ktérej nastepowala reakcja
PCR wykorzystujaca startery swoiste dla genu NIS.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono,
ze ekspresja genu NIS pojawia sie w réznych typach
histologicznych rakéw tarczycy, giéwnie rakach

brodawkowatych. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie zaleznosci pomiedzy obecnoscia ekspres;ji
genu NIS, a stopniem zaawansowania klinicznego
zbadanych nowotworéw wg klasyfikacji TNM. Nie
znaleziono istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy
ekspresja badanego genu, a plcig i wiekiem pacjenta. Na
bazie dotychczasowych wynikéw nie ustalono zwiazku
pomiedzy ekspresja genu NIS, a jodochwytnoscia
zbadanych przypadkéw. Ustalenie zaleznosci miedzy
ekspresja badanego genu, a skutecznoscigq jodoterapii
wymaga dalszych badari, z wykorzystaniem metody
iloSciowej.

(Endokrynol Pol 2005; 1(56): 25-29)

Stowa kluczowe: ekspresja genu symportera sodowo/
jodowego, rak tarczycy
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Wstep

Gen symportera sodowo-jodowego (NIS), sklono-
wany po raz pierwszy w 1996 roku, zlokalizo-
wany jest u czlowieka w pozyci 19p12~13.2.
W obrebie genu wystepuje 15 eksonéw i 14
intronéw [1, 2]. Produktem genu NIS jest biatko
ztozone z 643 aminokwaséw o masie 90-97 kDa,
ktére w warunkach prawidlowych jest zloka-
lizowane w blonie podstawnej (bazolateralnej)
tyreocytu. Funkcja fizjologiczng symportera jest
wychwyt jonéw I' z krwi i ich nagromadzanie w
znacznym stezeniu we wnetrzu komoérki tarczycy.
W  warunkach fizjologicznych gen NIS ulega
ekspresji w komoérkach tarczycy, $linianek, zotadka,
nerki, gruczolu sutkowego podczas laktacji oraz
w warstwie cytotrofoblastycznej lozyska [3,4].
W rakach tarczycy, chorobach autoimmunologicz-
nych tarczycy, wrodzonej niedoczynnosci tarczycy
oraz w chorobach niezwigzanych z gruczolem
tarczcowym, np. w raku piersi obserwowano
zmienione poziomy mRNA dla genu NIS, jak
réwniez jego produktu bialkowego. Doniesienia
na temat ekspresji genu symportera w nowotwo-
rach tarczycy sa niejednoznaczne — obserwowano
obnizony poziom ekspresji tego genu [5-7], jak
réwniez jego nadekspresje [8, 9]. Ward i wsp., 2003
[7] stwierdzili, ze brak ekspresji genu symportera
wigze sie z wigkszym zaawansowaniem nowotworu
i gorszym rokowaniem dla pacjenta (badania na
rakach brodawkowatych tarczycy).

Zdolnos¢ komoérek tarczycy do wychwytu jodu
jest podstawa do stosowania izotopéw jodu (**I)
w diagnostyce i terapii tego narzadu [10]. Ekspresja
genu symportera w rakach tarczycy moze miec
wplyw na skuteczno$¢ zastosowanej radioterapii.
Obecnie prowadzone sa badania in vitro, polegajace
na wprowadzaniu genu symportera do komorek
niejodochwytnych (np. raka prostaty, czerniaka
zlodliwego, watroby), celem uzyskania jodochwyt-
nosci tych komérek [11].

Celem pracy bylo okreslenie ekspresji genu NIS
w rakach tarczycy a nastepnie poszukiwanie zalez-
nosci miedzy ekspresja tego genu a plcia, wiekiem
pacjenta, typem histologicznym nowotworu,
stopniem zaawansowania klinicznego wg klasyfi-
kacji TNM i jodochwytnoscia.

Materiat i metody

Pacjenci

Pacjenci byli operowani w Klinice Chirurgii
Endokrynologicznej i Ogdlnej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi w latach 2003-2004. W bada-
nej grupie byto 20 kobiet i 4 mezczyzn, do 40 roku
zycia - 6, a powyzej - 18 oséb.

Tkanki
Analizowany material stanowily tkanki pozyskane
w wyniku resekcji guzéw tarczycy. 23 przypadki

sklasyfikowano jako raki a 1 przypadek jako
gruczolak pecherzykowy tarczycy. W badanej
grupie rakéw wyodrebniono 18 rakéw brodawko-
watych, 4 pecherzykowe i 1 anaplastyczny.

Przygotownaie tkanek i izolowanie RNA
Zamrozone skrawki tkanek o masie ok. 20-50
mg wstepnie rozdrabniano sterylnym skalpelem
i homogenizowano. Nastepnie izolowano catkowite
RNA z komorek korzystajac z zestawu odczynnikéw
,Total RNA Prep Plus” firmy A&A Biotechnology.
Zasada izolowania opiera si¢ na zmodyfikowanej
metodzie Chomczynskiego [12]. Stezenie wyizolo-
wanego RNA sprawdzano spektrofotometrycznie
poprzez pomiar absorbancji przy diugosci fali
A=260 nm.

Reakcja RT-PCR

Synteze cDNA prowadzono przy uzyciu odczyn-
nikéw , Enhanced Avian HS RT-PCR Kit” firmy
Sigma. Do reakcji stosowano uniwersalny starter
oligo(dT),,, ktéry zapewnial swoiste przepisanie
wszystkich poliadenylowanych mRNA. Przygoto-
wywano na lodzie mieszaning reakcyjna o skladzie:
catkowite komérkowe RNA (stezenie koricowe
w mieszaninie 0,1 pg/pl), 1 pl uniwersalnego
startera oligo(dT),, o stezeniu 3,5 uM, 1 pl miesza-
niny deoksynukleotydéw (po 500 pM dATP,
dGTP, dTTP i dCTP) i woda wolna od nukleaz
do objetosci 10 nul. Préby inkubowano w tempera-
turze 70°C przez 10 minut. Nastepnie dodawano 1
pl odwrotnej transkryptazy eAMV-RT (Enhanced
Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase)
o aktywnosci 200 U/ul w roztworze wodno-glice-
rolowym, 2 ul buforu dla AMV-RT, 1 nl inhibitora
rybonukleazy o aktywnosci 20 U/pul i wode wolna
od nukleaz do koricowej objetosci 20 pl. Mieszanine
inkubowano w temperaturze 45" przez 50 min.

Reakcja PCR

Przygotowywano na lodzie mieszaning reakcyjng o
sktadzie: 1,8 pl buforu 10x, 1 ul MgCl, (stez. 50 pM),
0,4 pl mieszaniny dNTP, (10 mM), 0,3 ul polime-
razy Delta i po 0,7 ul kazdego z primeréw (0,5 uM).
Sekwencje starteréw zaplanowano w oparciu o
dane z banku genéw (starter 1: 5'-CAT GGA CGC
CGT GGA GAC CGG-3’; starter 2 — 5-GGG GAC
TCC AGG CAG ATC TTC-3"). Warunki reakcji PCR
zdefiniowano nastepujaco: denaturacja wstepna
DNA: 94'C, 1 min, denaturacja cykliczna: 94'C,
1 min, przylaczanie starter6w: 60°C, 1 min, elongacja:
72°C, 2 min, elongacja koricowa: 72°C, 7 min, ilos¢
cykli: 34. W reakcji PCR uzyskiwano produkt
o diugosci 287 pz. Dla czesci préb przeprowadzono
reakcje multiplex PCR z uzyciem starteréw dla
genu B-aktyny jako genu referencyjnego (387 pz).
Produkty reakcji PCR i multiplex PCR poddawano
nastepnie rozdzialowi elektroforetycznemu w 2%
zelu agarozowym.
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Analiza statystyczna
Wyniki badari opracowano korzystajac z programu
komputerowego STATISTICA wersja 5.0.

Wyniki

Ekspresje genu NIS w badanych 24 prébach
oceniano w sposéb jakosciowy metoda RT-PCR.
Podstawa do stwierdzenia, ze w danym przypadku
gen NIS ulega ekspresji byla obecnosé w elektro-
foregramie prazka o dlugosci 287 pz przy braku
prazkow nieswoistych i czystej prébie kontrolnej.
Ekspresje genu symportera stwierdzono w 9 z 24
zbadanych przypadkéw (37,5%).

W badanej grupie bylo 20 kobiet (83,3%) i 4
mezczyzn (16,7%). Ekspresje genu NIS stwier-
dzono wylacznie u kobiet. Analiza statystyczna
nie wykazala jednak istnienia zaleznosci miedzy
ekspresja genu symportera a plcig (p=0,2589,
dokladny test Fishera).

Ekspresje genu NIS odniesiono réwniez do
wieku pacjentéow. Do celéw statystycznych,
pacjentéw podzielono umownie na grupy do 40 r.z.
i po 40 r.z Ekspresje badanego genu stwierdzono
w 4 z 6 przypadkéw pacjentéw ponizej 40 r.z.
(66,7%) i w 5 z 18 przypadkéw pacjentéw powyzej
40 r.z. (27,7%) (p=0,1501, dokladny test Fishera).

Ekspresje genu NIS poréwnano z typem histo-
logicznym nowotworu. Obecnos¢ ekspresji genu
NIS stwierdzono w 8 z 18 przypadkéw sklasy-
fikowanych jako raki brodawkowate (42%) i w
1 z 4 przypadkéw raka pecherzykowego (25%).
Ekspresja genu symportera towarzyszyta giéwnie
rakom brodawkowatym (8 z 9 przypadkéw ze
stwierdzona ekspresja genu NIS). Nie znaleziono
jednak zalezno$ci statystycznej miedzy ekspresja
tego genu a typem histologicznym nowotworu
(p=0,6161, dokladny test Fishera).

Nastepnie poszukiwano zaleznosci pomiedzy
ekspresjg genu symportera a stopniem zaawanso-
wania klinicznego nowotworu wg klasyfikacji TNM.
Dane dotyczace ekspresji genu NIS w zaleznosci od
parametrow klasyfikacji TNM zebrano w tabeli I.
Analiza powyzszych wartosci dokladnym testem
Fishera nie wykazala istotnej zaleznosci miedzy
ekspresja genu NIS a wielkoscig guza, zajeciem
okolicznych wezléw chionnych czy obecnoscig
przerzutéw odlegtych.

Tabela I
Ekspresja genu symportera w zaleznosci od parametrdw
klasyfikacji TNM.

TI-T2 [T3 NO  |[Nla-N1b|M0  [M1

p=0,6106 p=0,6570 p=0,1423
n % n % | n % | n % n % nl %
%\H)S 1]200]8 4442 |286(7 438 |7 [333 |2 |100
Y

%\])IS 4 180,0(10(555(5 |71,4|9 |56,2 |14 66,7 |0 |0
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Ryc.1

Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji
multiplex PCR. Ekspresja genu NIS jest obserwowana
w przypadkach 3-6, przypadki 2 oraz 7-9 nie wykazujg
ekspresji tego genu. Wzorce dtugosci fragmentdw DNA - 1.
Produkt o dtugosci 387 pz odpowiada genowi p-aktyny, a
prdukt o dtugosci 287 pz — genowi symportera.

Korzystajac z danych dotyczacych jodochwyt-
nosci rakéw sprawdzono, czy istnieje zalezno$é
miedzy ekspresja genu symportera a zdolnoscia
tkanki do wychwytu ™'I. Ekspresje genu sympor-
tera stwierdzono w 7 z 18 przypadkéw ocenionych
jako jodochwytne (38,9%) i w 2 z 5 przypadkéw
sklasyfikowanych jako niejodochwytne (40%).
Analiza statystyczna wynikéw dokladnym testem
Fishera nie wykazala istotnej zaleznosci miedzy
tymi parametrami (p=1,000).

Dyskusja

Warunkiem powodzenia jodoterapii jest selektywny
wychwyt 'l z krwi przez komorki tarczycy, czy tez
w pewnych przypadkach przez przerzuty rakéw
tarczycy. Tymczasem badania in vitro wykazaly,
iz wczesng cechg transformacji nowotworowej
komorek tarczycy jest utrata zdolnosci do wychwytu
jodu zkrwi. Linie komdérkowe nowotworéw
tarczycy ujawnily obnizony poziom ekspresji genu
NIS lub jej brak [13].

Wg niektérych autoréw [5] utrata jodochwyt-
nosci na skutek braku lub niewystarczajgcej
ilosci symportera jest prawdopodobna dla rakéw
pecherzykowych (defekt transportu przez blone
bazolateralng). Obnizong jodochwytno$é w rakach
brodawkowatych wiaze si¢ ze zmienionym trans-
portem przez blone apikalng [5]. Utrate ekspres;ji
tego genu obserwowano natomiast w gruczolakach
i rakach tarczycy [5,14].

W niniejszej pracy ekspresji genu NIS nie
stwierdzono w 62,5% badanych tkanek sklasyfiko-
wanych jako raki. Wsréd przypadkéw ze stwier-
dzong ekspresjgq tego genu 8 z 9 préb stanowily
raki brodawkowate. Nie wykazano jednakze
istotnosci statystycznej miedzy typem histolo-
gicznym nowotworu a ekspresja genu symportera.
Z doniesienn literaturowych wynika, iz utrata
ekspresji genu NIS w tkance nowotworowej dotyczy
wszystkich typéw histologicznych, cho¢ badania in
vitro wskazuja, ze gen NIS jesli ulega ekspresji, to
wilasnie w rakach brodawkowatych [15].

Istnieja doniesienia, ze ekspresja genu NIS wigze
si¢ z lepszym rokowaniem dla pacjenta [7], jednak
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w niniejszej pracy nie wykazano zaleznosci staty-
stycznej miedzy ekspresja badanego genu a ktérym-
kolwiek z parametréw klasyfikacji TNM. Podobnie
nie znaleziono zalezno$ci miedzy ekspresjq genu
NIS a picia i wiekiem pacjenta.

Mimo ze w niniejszej pracy 78,3% badanych
tkanek sklasyfikowano jako jodochwytne, to
jedynie 30,4% populagji byla zarazem jodochwytna
i wykazywala ekspresje genu symportera. Jak wiec
wyjasni¢ zdolnos¢ do wychwytu jodu prawie 50%
tkanek, skoro nie stwierdzono u nich ekspresji
genu NIS? Niektérzy autorzy sugeruja, ze dla
optymalnego efektu radioterapii konieczna jest
ekspresja obu genéw: NIS i PDS (genu kodujacego
inny przenosnik jodu zwany pendryna). Biatko
pendryny, jakkolwiek odpowiada za transport
jodu, to jego lokalizacja w komorce (btona apikalna)
wyklucza jego uczestnictwo w wychwycie jodu
z krwi. Inny problem stanowi niejodochwytnosé
ponad 8% przebadanych w pracy przypadkéw,
w ktérych stwierdzono ekspresje genu NIS.
W S$wietle doniesieni literaturowych istnieje kilka
mozliwosci wyjasnienia tego zjawiska. Tkanke
zmieniong nowotworowo moze cechowaé zupelny
brak ekspresji genu NIS i ta sytuacja byla mozliwa
do zweryfikowania w niniejszym doswiadczeniu
(badanie jakosciowe). Czesciej jednak poziom
ekspresji tego genu ulega obnizeniu w stosunku
do tkanki prawidlowej i tym zjawiskiem tlumaczy
si¢ obnizong jodochwytnos¢ tkanki nowotworo-
wej. Poziom ekspresji genu jest mozliwy do oceny
jedynie w badaniu iloSciowym (real time PCR).
Istnieje wiec mozliwosé, ze w tkankach sklasyfiko-
wanych jako niejodochwytne poziom ekspresji genu
NIS, cho¢ stwierdzony, byt za niski do efektywnego
wychwytu jodu radioaktywnego z krwi.

Niektoérzy badacze [8, 9] wskazuja na przypadki,
w ktérych transformacji nowotworowej towarzyszy
nadekspresja genu NIS, a mimo to tkanka taka jest
niejodochwytna. Badania immunohistochemiczne
wykazaly jednak, ze produkowane w nadmiarze
biatko NIS jest wowczas niewlasciwie zlokalizo-
wane — w cytoplazmie zamiast w blonie podstawnej
[8,9]. Mimo ekspresji genu NIS syntetyzowane
biatko symportera moze by¢ nieprawidlowe na
skutek mutacji, bledéw w procesie transkrypcji
(skrocone biatko) czy modyfikacji potranslacyjnych
(brak glikozylacji ) [16].

Whioski koricowe

W przeprowadzonych badaniach wstepnych nie
stwierdzono zaleznosci miedzy ekspresja genu NIS
a wiekiem i plcig pacjenta, typem histologicznym
i zaawansowaniem klinicznym nowotworu wg
klasyfikacji TNM.

Jakosciowa ocena ekspresji genu symportera nie
jest wystarczajaca do okreslenia jodochwytnosci
tkanki. Do pelnej oceny nalezy wykona¢ badania

ilosciowe ekspresji tego genu oraz badania poziomu
i lokalizacji biatka symportera w komorce.
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