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("Wplyw gastryny i nie amidowanych peptydow gastryny na interakcje migdzy receptorami
aktywowanymi przez proliferatory peroksysomow (PPARy) a mechanizmami karcinogenezy jelitowej
I apoptozy w modelach nowotworowych in vitro'™)

Nowotwory przewodu pokarmowego wg. Swiatowej Organizacji Zdrowia stanowia powazne zagrozenie
zdrowia publicznego. Najnowsze dane Krajowego Rejestru Nowotworow z 2015 roku pokazuja, ze na ten
rodzaj nowotworéw zachorowalo ponad 30.000 Polakow, w tym az 18.500 na raka jelita grubego.
Za gléwna przyczyne wzrostu zachorowan uznaje si¢ postepujacy proces starzenia si¢ spoteczenstwa.
Choroby te dotykaja bowiem gléwnie ludzi starszych. Niepokojacy moze jednak okazac si¢ fakt, ze
nowotwory przewodu pokarmowego, a zwlaszcza rak jelita grubego zaczynajg dotyczy¢ takze osob
mtodszych. Wedlug Amerykanskiego Towarzystwa Onkologicznego, w latach 1995-2013 o 22% wzrosta
w USA zachorowalno$¢ na ten typ nowotwordw u osob przed 50 rokiem zycia. Nie bez znaczenia
pozostaja takze inne czynniki predysponujace, takie jak dieta, ograniczona aktywnos$¢ fizyczna,
zanieczyszczenie srodowiska czy palenie tytoniu. Pojawiaja si¢ rOwniez doniesienia na temat istotnej roli
mikrobiomu jelitowego w rozwoju nowotworéw przewodu pokarmowego. Inne nowotwory przewodu
pokarmowego wystepuja rzadziej niz rak jelita grubego, ale cechuje je zdecydowanie wyzsza
$miertelno$¢, tak jest chociazby w przypadku raka trzustki. Obecnie w przypadku takich zmian
nowotworowych jedynie interwencja chirurgiczna w okreslonym stadium choroby stanowi sposob
leczenia, ktory moze zapewni¢ szanse na przezycie. Niestety wsrod grupy pacjentow, u ktorych
wystepuja rozlegte przerzuty lub zaawansowana progresja nowotworu catkowita resekcja chirurgiczna nie
zawsze jest mozliwa, a dostepne formy terapii poza chirurgicznej takze okazuja si¢ by¢ nieefektywne.
W walce z nowotworami szczegolnie duze nadzieje budzi doktadne poznanie mechanizmow zwigzanych
z programowang S$miercia komorkowa. Uwaza si¢ bowiem, ze miarg skuteczno$ci terapii
przeciwnowotworowej jest zahamowanie procesu proliferacji, a przede wszystkim zdolno$¢ indukcji
w komorkach rakowych procesu apoptozy. Dlatego tez lepsze zrozumienie mechanizmoéw molekularnych
1 szlakow sygnalizacyjnych wptywajacych na apoptoze moze prowadzi¢ do stworzenia racjonalnej
antyrakowej strategii, ktora przyczyni si¢ do skutecznego leczenia chorych na nowotwory w przysztosci.
Celem badan stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskiej byto okreslenie wpltywu gastryny oraz nie
amidowanych peptydow gastryny na interakcje pomigdzy receptorami jadrowymi PPARYy oraz szlakiem
sygnalizacji komorkowej WNT/B-katenina w modelach in vitro nowotwordéw przewodu pokarmowego.
Badania prowadzono in vitro na wybranych liniach komoérkowych (PANC-1, OE-33) wywodzacych si¢
z nowotworow przewodu pokarmowego. Badano efekt troficzny dziatania gastryny 1 prekursorow
gastryny na wybrane linie komorkowe, przy pomocy testu MTT. Dalsze eksperymenty prowadzono
pod katem oceny wptywu dziatania gastryny i1 prekursorow gastryny na interakcje pomig¢dzy receptorami
jadrowymi PPARy a szlakiem sygnalizacji komorkowej WNT/B-katenina. Do analiz prowadzonych
na poziomie biatek wykorzystano techniki immunoblotingu. Zaobserwowano, ze gastryna oraz Gly-
gastryna w okre$lonym stezeniu 10-6 i 10-5 [M] wykazuje dziatanie troficzne, i ma wptyw na biatko
B-katening oraz aktywnos$¢ receptorOw PPARy. Wzrost ekspresji B-kateniny moze mie¢ wplyw
na aktywno$¢ receptora jadrowego PPARY, jednakze efekt ten byl zauwazalny tylko w linii komoérkowe;j
PANC-1. Z kolei w linii komérkowej OE-33 zaobserwowano ze indukcja biatka B-kateniny ostabia
aktywnos$¢ receptora PPARy. Uzyskane wyniki potwierdzaja teze, ze w przypadku czgsci nowotworow
przewodu pokarmowego obserwujemy spadek aktywnosci PPARy przy jednoczesnym wzroscie
aktywnosci szlaku WNT- B-kateniny na skutek dziatania prekursorami gastryny. Wzrost aktywnosci
szlaku WNT- [-kateniny sprzyja hamowaniu procesu apoptozy poprzez wzrost ekspresji biatka
B-kateniny w badanych liniach komoérek nowotworowych.



Summary

The effect of gastrin and non-amidated gastrin peptides on interactions between receptors activated
by peroxisome proliferators (PPARy) and mechanisms of intestinal carcinogenesis and apoptosis in in
vitro cancer models.

Gastrointestinal cancer by The World Health Organization poses a serious threat to public health.
The latest data from the National Cancer Registry from 2015 show that over 30,000 Poles have fallen ill
with this type of cancer, including as many as 18,500 with colorectal cancer. The main reason for
the increase in the incidence of gastrointestinal cancers is the progressive aging of the population.
This disease mainly affects older people. However, it may be disturbing that gastrointestinal cancers,
especially colorectal cancer, are also beginning to affect young people. According to the American
Cancer Society, in 1995-2013, the incidence of this type of cancer in people aged under 50 increased by
22% in the USA. Other predisposing factors, such as diet, limited physical activity, environmental
pollution and smoking are also important. There are also reports on the important role of intestinal
microbiome in the development of gastrointestinal cancers. Other gastrointestinal cancers are less
common than colorectal cancer, but they have a significantly higher mortality rate. This is the case
with pancreatic cancer. Currently, in the case of such neoplastic lesions, only surgical intervention
at a specific stage of the disease is a treatment that can provide a chance of survival. Unfortunately,
among the group of patients who have extensive metastases or advanced cancer progression, complete
surgical resection is not always possible, and the available forms of non-surgical therapy also prove to be
inefficient. In the fight against cancer, getting to know the mechanisms associated with the process
of apoptosis gives high hopes. It is believed that a measure of the effectiveness of cancer therapy is
inhibition of the proliferation process and, above all, the ability to induce apoptosis in cancer cells.
Therefore, a better understanding of molecular mechanisms and signaling pathways affecting apoptosis
can lead to the creation of a rational anti-cancer strategy that will contribute to the successful treatment
of cancer patients in the future.

The aim of the research being the subject of the doctoral dissertation was to determine the effect
of gastrin and non-amidated gastrin peptides on interactions between PPARy nuclear receptors
and the WNT / B-catenin cell signaling pathway in in vitro gastrointestinal cancer models. Studies were
conducted in vitro on selected cell lines (PANC-1, OE-33) originating from gastrointestinal cancer.
The trophic effect of gastrin and gastrin precursors on selected cell lines was investigated using an MTT
test. Experiments were also conducted to assess the effect of gastrin and gastrin precursors on interactions
between PPARy nuclear receptors and the WNT / B-catenin cell signaling pathway. Immunoblotting
techniques were used for analyzes carried out at the protein level. It has been observed that gastrin
and Glygastrin at a specific concentration of 106 and 105 [M] have trophic effects, and have an effect
on the B-catenin protein and the activity of PPARy receptors. The increase in f-catenin expression may
affect the PPARY nuclear receptor activity, however, this effect was only noticeable in the PANC-1 cell
line. In turn, in the OE-33 cell line, induction of P-catenin protein was observed to weaken PPARy
receptor activity. The obtained results confirm the thesis that in some gastrointestinal neoplasms
we observe a decrease in PPARy activity with a simultaneous increase in the activity of the WNT-B-
catenin pathway due to the action of gastrin precursors. An increase in the activity of the WNT-B-catenin
pathway is conducive to inhibiting the process of apoptosis by increasing the expression of B-catenin
protein in the studied tumor cell lines.



