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Leptyna, kodowana przez gen

ob [1] jest polipeptydem o wybit-

nie plejotropowym dzia³aniu: hor-

monem, wytwarzanym g³ównie

przez tkankê t³uszczow¹, bior¹cym

udzia³ w regulacji masy cia³a [2]

i stymuluj¹cym wytwarzanie estro-

genu [3] oraz cytokin¹, bior¹c¹

udzia³ w hemopoezie [4, 5], angio-

genezie [6], modulacji wytwarzania

cytokin przez limfocyty T pomocni-

cze [7], regulacji cyklu komórko-

wego i byæ mo¿e onkogenezie. 

Receptor leptyny, kodowany

przez gen db [8] na skutek alter-

natywnego sk³adania pierwotnego

transkryptu, wystêpuje u cz³owieka

w 4 izoformach [4, 5]. Receptor

ten sk³ada siê z 3 czêœci: zewn¹-

trzkomórkowej, wi¹¿¹cej ligand;

b³onowej (wspólna sekwencja dla

wszystkich izoform) oraz cytopla-

zmatycznej, przekazuj¹cej sygna³

do wnêtrza komórki (w ka¿dej

z izoform ró¿na liczba i sekwencja

aminokwasów). Czêœæ cytoplazma-

tyczna d³ugiej izoformy (OBRL) za-

wiera 3 motywy aminokwasowe

(kolejno, pocz¹wszy od N-koñca):

box 1 i box 2, wi¹¿¹ce JAK oraz

box 3, wi¹¿¹cy STAT [9]. Przy³¹-

czenie leptyny do domeny cyto-

plazmatycznej izoformy OBRL in-

dukuje homodimeryzacjê cz¹ste-

czek receptora oraz zwi¹zanie

JAK2 z sekwencjami box 1 i box

2. W ten sposób zaktywowana

JAK2 mo¿e nastêpnie uruchamiaæ

kilka dalszych szlaków przekazy-

wania sygna³u: 

1) szlak STAT przez fosforylacjê

box 3 [10-14], 

2) szlak MAPK, poprzez który lep-

tyna aktywuje ekspresjê genów

c-fos, c-jun, junB i junD, koduj¹-

cych czynniki transkrypcyjne

[15–17], 

3) szlak PI3K [18, 19], 

4) szlak IRS-1 i IRS-2 [15]. 

Izoformy krótkie OBRs (OBRs1,

OBRs2 i OBRs3) posiadaj¹ krótkie

domeny cytoplazmatyczne, pozba-

wione box 2 i box 3. Izoformy te

maj¹ zdolnoœæ wi¹zania JAK2

z box 1 i aktywacji (choæ nie tak

silnej jak OBRL) ww. szlaków prze-

kazywania sygna³u z wyj¹tkiem

Leptyna, bêd¹ca hormonem

i cytokin¹ o wybitnie plejotropo-

wym dzia³aniu, byæ mo¿e od-

grywa równie¿ pewn¹ rolê

w transformacji nowotworowej

komórek. Przypuszczenie to jest

oparte na przes³ance, ¿e szlaki

przekazywania sygna³u w ko-

mórce, przez które dzia³a lepty-

na, odgrywaj¹ krytyczn¹ rolê

w regulacji proliferacji, apopto-

zy i transformacji nowotworowej.

Niniejsza praca przedstawia

wstêpne wyniki przesiewowego

badania nad ekspresj¹ mRNA

leptyny i jej receptora w niektó-

rych ludzkich nowotworach:

w liniach komórkowych bia³a-

czek, raka jajnika, piersi, prosta-

ty, nerki, pêcherza moczowego

i j¹dra. Zaobserwowano, ¿e

ekspresja leptyny i jej recepto-

ra jest zró¿nicowana w nowo-

tworach o ró¿nym pochodzeniu

histologicznym, a nawet w ob-

rêbie nowotworów o tym samym

pochodzeniu (np. w raku jajni-

ka). W niektórych przypadkach

raka jajnika, rakach nerki i j¹dra

stwierdzono zarówno ekspresjê

leptyny, jak i jej receptora, co

mo¿e sugerowaæ autokrynne

dzia³anie. W innych przypad-

kach raka jajnika, raku piersi

i raku pêcherza moczowego za-

obserwowano ekspresjê recep-

tora leptyny przy braku ekspre-

sji leptyny, co mo¿e sugerowaæ

ogólnoustrojowy lub parakryn-

ny wp³yw tej cytokiny na komór-

ki nowotworowe. 

S³owa kluczowe: leptyna, receptor

leptyny, ekspresja, nowotwory.
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szlaku STAT (ze wzglêdu na brak

box 3) [15, 16, 20]. 

Otwarte pozostaje pytanie

o udzia³ leptyny w onkogenezie.

Za postawieniem tego pytania

przemawia krytyczna rola szlaków

przekazywania sygna³u w komór-

ce, przez które dzia³a leptyna,

w regulacji proliferacji, apoptozy

i transformacji nowotworowej.

W nowotworach przysadki zaob-

serwowano supresorowe dzia³anie

leptyny [21–23], natomiast dzia³a-

nie stymuluj¹ce onkogenezê zaob-

serwowano w bia³aczkach [24]

oraz nowotworach jelita grubego

i nerek [19]. Niniejsza praca doty-

czy wstêpnych wyników badania

przesiewowego, którego celem jest

zbadanie ekspresji leptyny i jej re-

ceptora w ró¿nych ludzkich nowo-

tworach. 

MATERIA£ I METODY

Ludzkie nowotworowe 
linie komórkowe

Badano 2 linie komórkowe ko-

mórkowe bia³aczek: Jurkat, udo-

stêpnion¹ przez dr. E. Kontny

z Instytutu Reumatologii w Warsza-

Leptin, a pleiotropic hormone

and cytokine, may also play a

role in neoplastic transforma-

tion. This hypothesis is based

on the critical role of leptin si-

gnal transducing pathways in

the cell proliferation, apoptosis

and neoplastic transformation. 

This article presents the preli-

minary results of screening of

leptin and its receptor mRNA

expression in some human

cancers: carcinoma cell lines

of leukemia (Jurkat, K562) and

ovary (OVCAR3, OVP10); ova-

ry non-malignant tumors (3 ca-

ses), ovary malignant tumors

(4 cases), breast (2 cases),

prostate (1 case), kidney (1

case), urinary bladder (3 ca-

ses) and testes (1 case) can-

cers. Total RNA was isolated

from cultured cells or from

fragments of surgically remo-

ved tumors. Then reverse

transcripton and polymerase

chain reaction were perfor-

med. PCR with primers for the

house-keeping gene encoding

for glyceraldehyde-3-phospha-

te dehydrogenase was perfor-

med to confirm the RNA inte-

grity. PCR with primers for lipo-

protein lipase encoding gene

was performed to exclude the

contamination of tumor frag-

ments by adipose tissue, be-

cause lipoprotein lipase enco-

ding gene is expressed in tis-

sue-specific manner in

adipose tissue. The primer pa-

ir for leptin receptor was desi-

gned in the manner which al-

lows to detect the RNA frag-

ment common for four its

isoforms. As a positive control

for PCR assays RNA from adi-

pose tissue was used in which

lipoprotein lipase, leptin and its

receptor are expressed. 

The finding of expression of

leptin receptor in Jurkat and

K562 cell lines is in accordan-

ce with other authors data.

The leptin expression was not

found neither in OVCAR3 nor
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Ryc. Wybrane wyniki badania metod¹ RT/PCR ekspresji lipazy lipoproteinowej, leptyny i jej

receptora w tkance t³uszczowej oraz rakach jajnika, piersi i pêcherza moczowego; bez RNA –

kontrola negatywna, potwierdzaj¹ca czystoœæ odczynników; bez RT (odwrotnej transkryptazy) –

kontrola negatywna, potwierdzaj¹ca brak zanieczyszczenia preparatu RNA genomowym DNA



wie i K562, udostêpnion¹ przez dr.

Skórzaka z Centrum Onkologii – 

Instytutu im. M. Sk³odowskiej-Cu-

rie w Warszawie oraz 2 linie ko-

mórkowe raka jajnika: OVCAR3,

zakupion¹ w ATCC i OVP10, wy-

prowadzon¹ z pierwotnego guza

jajnika i scharakteryzowan¹ przez

dr B. Szaniawsk¹ w Centrum On-

kologii – Instytutu im. M. Sk³odow-

skiej-Curie w Warszawie. 

Komórki Jurkat i K562 hodowa-

no w pod³o¿u RPMI 1640 z 2 mM

L-glutamin¹ i 10 proc. FCS. Ko-

mórki OVCAR3 hodowano w pod-

³o¿u RPMI 1640 z 2 mM L-glutam-

in¹, 20 proc. FCS i 10 µg/ml insu-

liny wo³owej. Komórki OVP10

hodowano w pod³o¿u RPMI 1640

z 2 mM L-glutamin¹, 10 proc. FCS

i 5 µg/ml insuliny wo³owej. Do

wszystkich pod³ó¿ dodawano 100

IU/ml penicyliny i 100 µg/ml strep-

tomycyny. Wszystkie odczynniki do

hodowli pochodzi³y z firmy Sigma. 

Fragmenty ludzkich tkanek 
Badaniem objêto nowotwory

niez³oœliwe jajnika (3 przypadki)

oraz pierwotne raki: jajnika 

(4 przypadki), piersi (2 przypad-

ki), prostaty (1 przypadek), nerek

(1 przypadek) i pêcherza moczo-

wego (3 przypadki), a tak¿e guz

przerzutowy nowotworu j¹dra 

(1 przypadek). Fragment tkanki

t³uszczowej uzyskano z torebki

t³uszczowej, otaczaj¹cej nerkê

usuniêt¹ pacjentowi z powodu

wodonercza po³¹czonego z mar-

skoœci¹ nerki bez zmian nowotwo-

rowych. Tkanki natychmiast po

usuniêciu operacyjnym umiesz-

czano w soli fizjologicznej

o temp. 4oC. W ci¹gu kilkunastu

minut fragmenty przeznaczone do

izolacji RNA zamra¿ano w ciek³ym

azocie i tam przechowywano. Po-

zosta³e fragmenty tkanek s³u¿y³y

do przeprowadzenia diagnostyki

histopatologicznej. 

Zgodê na prowadzenie badañ

wyrazi³a Komisja Etyczna CSK

WAM. Wszyscy pacjenci, których

fragmenty tkanek by³y u¿ywane do

badañ, zostali pisemnie poinformo-

wani o celu badañ oraz podpisali

protokó³ œwiadomej zgody. 

Preparatyka RNA i RT/PCR 
Ca³kowity RNA izolowano z ko-

mórek pochodz¹cych z hodowli

i fragmentów ludzkich tkanek me-

tod¹ oczyszczania na kolumnach

(Rneasy Mini Kit, Qiagen). Prepa-

raty RNA trawiono Dnaz¹ I

(Rnase-Free Dnase Set, Qiagen)

w celu zupe³nego oczyszczenia

z resztek genomowego DNA. Re-

akcjê odwrotnej transkrypcji wyko-

nywano przy u¿yciu zestawu

Omniscript RT Kit (Qiagen), u¿y-

waj¹c jako starterów losowych

szeœcionukleotydów lub oligodT

(Gibco-BRL). PCR wykonywano

przy u¿yciu zestawu Taq PCR Ma-

ster Mix Kit (Qiagen). Sekwencje

u¿ywanych starterów, zakupionych

w firmie TIB MOLBIOL (Poznañ),

przedstawiono w tab. 1. Warunki

PCR by³y nastêpuj¹ce: 95 (C 15

min; (94oC 30 s; 59oC 30 s; 72oC

1 min) – 30 cykli dla amplifikacji

GAPDH i LPL lub 40 cykli dla am-

plifikacji OB i OBRu; 72oC 10 min.

Wyniki analizowano za pomoc¹

rozdzia³u elektroforetycznego pro-

duktów reakcji w 1,5-procentowym

¿elu agarozowym. 

WYNIKI

W ka¿dej serii oznaczeñ za po-

moc¹ RT/PCR wykonano kontrolê

negatywn¹ z u¿yciem wody za-

miast RNA, kontrolê bez u¿ycia

odwrotnej transkryptazy w celu

wykluczenia zanieczyszczenia RNA

genomowym DNA oraz kontrole

pozytywne z u¿yciem RNA, wyizo-

lowanego z tkanki t³uszczowej,

w której zachodzi ekspresja lipazy

lipoproteinowej [27], leptyny i jej

receptora [31]. Z ka¿dym prepa-

ratem RNA z linii komórkowych

lub guzów nowotworowych po

przeprowadzeniu RT, wykonano

nastêpuj¹ce reakcje PCR: 

1) ze starterami dla genu gapdh,

który ulega konstytutywnej eks-

OVP10 line, but the leptin re-

ceptor expression was found

only in OVCAR3 line. In non-

-malignant ovary tumors ne-

ither leptin nor its receptor

expression were found. Howe-

ver,  the differences of leptin

and its receptor expression in

malignant tumors of different

histological origin and even in

cancers of the same origin

were found (i.e. in ovary can-

cer). In some cases of ovary

cancer, in renal and testis

cancers both leptin and its re-

ceptor were expressed, what

could suggest the autocrine

loop existing. In other cases

of ovary cancer, breast and

urinary bladder cancers only

the leptin receptor was

expressed, what could sug-

gest the systemic or paracri-

ne action of leptin. 

Key words: leptin, leptin recep-

tor, expression, cancers. 
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presji w ka¿dej ¿ywej komórce

– w celu potwierdzenia integral-

noœci otrzymanego cDNA. Do

dalszych badañ u¿ywano tylko

tych preparatów RNA, w któ-

rych stwierdzono wyraŸn¹ eks-

presjê genu gapdh; 

2) ze starterami dla genu lpl, ule-

gaj¹cego specyficznej ekspre-

sji w adipocytach – w celu wy-

kluczenia zanieczyszczenia ba-

danych fragmentów guzów

nowotworowych tkank¹ t³usz-

czow¹. Do dalszych badañ

u¿ywano tylko tych preparatów

RNA, w których nie wykryto

ekspresji genu lpl; 

3) ze starterami dla genu ob; 

4) ze starterami dla genu obr – pa-

rê starterów OBRu-1 i OBRu-2

tak dobrano, ¿e amplifikacji ule-

ga³ fragment cDNA wspólny dla

wszystkich izoform receptora. 

Wyniki przyk³adowych reakcji po-

kazano na ryc. Wszystkie otrzyma-

ne wyniki przedstawiono w tab. 2.

OMÓWIENIE WNIOSKÓW

Wykrycie ekspresji receptora

leptyny w liniach komórkowych

bia³aczek: Jurkat i K562 jest zgod-

ne z danymi literaturowymi [24].

Spoœród wszystkich badanych no-

wotworów w³aœnie w powstawaniu

bia³aczek najlepiej jest udokumen-

towany udzia³ leptyny. Leptyna,

wytwarzana przez adipocyty i ko-

mórki podœcieliska jest jednym

z regulatorów multipotencjalnych

komórek macierzystych. Podczas

normalnej hemopoezy OBRL i OB-

Ru ulegaj¹ ekspresji w komórkach

CD34+, a potem ekspresja ta za-

nika w promielocytach, natomiast

komórki bia³aczkowe zachowuj¹

ekspresjê tych dwóch izoform [24,

32]. Niniejsza praca wykaza³a brak

ekspresji leptyny w liniach Jurkat

i K562, co wyklucza autokrynne

dzia³anie leptyny na te komórki. 

Dane literaturowe mówi¹ jedynie

o wykryciu ekspresji receptora lep-

tyny w zdrowych jajnikach [5, 33].

W niniejszej pracy w obu bada-

nych liniach komórkowych raka jaj-

nika: OVCAR3 i OVP10 nie stwier-

Tab. 1. Sekwencje starterów u¿ywanych do PCR

NNaazzwwaa  ssttaarrtteerraa SSeekkwweennccjjaa  ssttaarrtteerraa  55’’→→33’’ WWiieellkkooœœææ  pprroodduukkttuu ZZrróódd³³oo**

GAPDH-1(E2/E3)# ggtcggagtcaacggatttg [25], J04038; [26] 
GAPDH-2(E5/E6) atgagccccagccttctccat 319 pz

LPL-1(E5)# cccgagtcgtctttctcct [27–28]
LPL-2(E7/E8) aggcagagtgaatgggatgt 561 pz

OB-1(E2/E3) cacacacgcagtcagtctcc [1], D63708, D63709, 
OB-2(E3) accacctctgtggagtagcc 298 pz D63710

OBRu-1(E4/E5) gtgaagcctgatccaccatt [4, 30], U66497
OBRu-2(E7) cattagaccccacacttgtcaga 340 pz

# – lokalizacja startera wzglêdem rozmieszczenia egzonów (np. E7 – starter jest komplementarny do sekwencji 
wewn¹trz egzonu
7; E4/E5 – starter jest komplementarny do sekwencji z³¹cza egzonów 4 i 5) 
* – Ÿród³o literaturowe sekwencji genu i nr sekwencji zdeponowanej w banku genów. Startery projektowano przy
pomocy programu komputerowego
Primer 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3). Je¿eli korzystano z opublikowanych sekwencji 
starterów w nawiasach okr¹g³ych 
podano Ÿród³o literaturowe

Tab. 2. Wyniki badania metod¹ RT/PCR ekspresji leptyny i jej receptora w nowotworowych liniach
komórkowych i guzach nowotworowych

MMaatteerriiaa³³ EEkksspprreessjjaa
OOBB OOBBRRuu

1. Linie komórkowe bia³aczek:
Jurkat nie tak
K562 nie tak

2. Linie komórkowe raka jajnika:
OVCAR3 nie tak
OVP10 nie nie

3. Nowotwory niez³oœliwe jajników
(torbiele i w³ókniaki) 0/3* 0/2

4. Rak jajnika 2/4 4/4
5. Rak przewodowy piersi 0/2 2/2
6. Rak prostaty 1/1 –
7. Rak jasnokomórkowy nerki 1/1 1/1
8. Rak pêcherza moczowego 0/3 1/1
9. Guz germinalny j¹dra 

o mieszanym utkaniu,przerzut 
do wêz³ów ch³onnych 1/1 1/1

* liczba nowotworów, w których wykryto ekspresjê/liczba wszystkich 

zbadanych nowotworów

`̀
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dzono ekspresji leptyny i tylko

w linii OVCAR3 stwierdzono eks-

presjê jej receptora. W nowotwo-

rach niez³oœliwych jajnika nie

stwierdzono ekspresji leptyny ani

jej receptora; natomiast we

wszystkich trzech badanych ra-

kach jajnika stwierdzono ekspre-

sjê receptora leptyny, a w jednym

z nich ekspresjê leptyny. Obser-

wacje te mog¹ sugerowaæ zwi¹-

zek miêdzy ekspresj¹ receptora

leptyny a z³oœliwoœci¹ nowotworu. 

Ekspresjê leptyny stwierdzono

w normalnych komórkach nab³on-

kowych piersi [34], a tak¿e w nor-

malnej linii komórkowej oraz w ra-

kach przewodowych piersi, przy

czym w guzach przerzutowych

obserwowano silniejsz¹ ekspresjê

leptyny ni¿ w guzach pierwotnych

[35]. W niniejszej pracy natomiast

nie stwierdzono ekspresji leptyny

w dwóch zbadanych pierwotnych

rakach przewodowych piersi, na-

tomiast w obu stwierdzono eks-

presjê receptora leptyny. 

Dane literaturowe mówi¹ o eks-

presji receptora leptyny w zdro-

wej prostacie, j¹drach i nerce [5].

W niniejszej pracy w raku prosta-

ty nie stwierdzono ekspresji lep-

tyny, natomiast w raku jasnoko-

mórkowym nerki i guzie przerzu-

towym raka j¹dra do wêz³ów

ch³onnych stwierdzono ekspresjê

obu tych bia³ek. 

Brak danych literaturowych, do-

tycz¹cych ekspresji leptyny i jej

receptora w zdrowym pêcherzu

i raku tego narz¹du. W niniejszej

pracy nie stwierdzono ekspresji

leptyny w 3 zbadanych rakach

pêcherza, natomiast w 1 z nich

stwierdzono ekspresjê receptora

leptyny. 

Opisane w niniejszej pracy wy-

niki dotycz¹ tylko 4 komórkowych

linii nowotworowych i 15 guzów

nowotworowych. Tak ma³y i roz-

proszony materia³ nie upowa¿nia

autorów do wyci¹gania ostatecz-

nych wniosków, jednak¿e jego

analiza nasuwa pewne przypusz-

czenia: 

1) ekspresja leptyny i jej recepto-

ra jest bardzo zró¿nicowana

w nowotworach wywodz¹cych

siê z ró¿nych narz¹dów, a na-

wet w obrêbie tych samych

pod wzglêdem histopatologicz-

nym nowotworach; 

2) jednoczesna ekspresja leptyny

i jej receptora przez niektóre

nowotwory mo¿e sugerowaæ

autokrynny wp³yw tej cytokiny

na podzia³y komórek nowotwo-

rowych; 

3) ekspresja receptora leptyny

przy braku ekspresji leptyny

mo¿e sugerowaæ systemowy

(przez leptynê obecn¹ w suro-

wicy) lub parakrynny (przez

leptynê wytwarzan¹ przez ko-

mórki mikroœrodowiska) wp³yw

tej cytokiny na podzia³y komó-

rek nowotworowych. 
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WWyykkaazz  sskkrróóttóóww  uu¿¿yywwaannyycchh  ww aarrttyykkuullee::  

ATCC (American Type Culture Collection) –

Amerykañski Bank Linii Komórkowych; FCS

(fetal calf serum) – p³odowa surowica cie-

lêca; GAPDH (glyceraldehyde-3-phospha-

te dehydrogenase) – dehydrogenaza alde-

hydu 3-fosfoglicerynowego; IRS-1, IRS-2

(insulin-like receptor substrate -1, -2); JAK

(Janus kinase) – kinazy Janus; LPL (lipo-

protein lipase) – lipaza lipoproteinowa;

MAPK (mitogen activated protein kinase) –

kinaza bia³kowa aktywowana mitogenem;

PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) – kina-

za fosfatydyloinozytolu; PCR (polymerase

chain reaction); RT (reverse transcription or

reverse transcriptase) – odwrotna transkryp-

cja (reakcja) lub odwrotna transkryptaza

(enzym); STAT (signal transduction and ac-

tivation of transcription) – bia³ka przekazu-

j¹ce sygna³ i aktywuj¹ce transkrypcjê.
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