STRESZCZENIE

Biorgc pod uwage immunomodulujace 1 przeciwzapalne wiasciwosci witaminy D, jak 1
role PLA2s w patogenezie astmy, celem pracy byla analiza wptywu 1,25(0OH)2D3 oraz
hamowania UBC, NF-KB na: a) ekspresj¢ cPLA2S: PLA2Gsa, PLA2G4g, PLA2G4c oraz sSPLAS:
PLA2Gs, PLA2G10, PLA2G12, PLA2G15; UBC; NF-KB; PLAA b) calkowita aktywnos¢
enzymatyczng cPLA2S i SPLA2s; ¢) poziom wydzielonych wybranych eikozanoidow: LXAu,
15(S)-HETE, LTCs4 i PGEa.

W badaniu uzyto lini¢ komodrkowa LUVA, jako model komorek tucznych
zaangazowanych w patogenez¢ astmy oskrzelowej. Komorki LUVA inkubowano z:
1,25(0OH)2D3, inhibitorem NF-xB p65 — helenalinem z lub bez 1,25(0OH)2Ds, inhibitorem
ubikwitynacji - PYR-41 z lub bez 1,25(0OH).D3, helenalinem i PYR-41. W celu zbadania
ekspresji mMRNA wybranych PLA2s, PLAA, UBC i NF-KB p65 zastosowano metod¢ RT-PCR.
Analizg ekspresji bialka badanych gendw wykonano przy uzyciu metody Western blot. Profil
wybranych eikozanoidéw okreslono przy uzyciu testow ELISA. Aktywno$¢ enzymatyczna

CPLA:s i SPLA2s oszacowano poprzez uzycie testow enzymatycznych.

Wyniki moich badan pokazaty, ze 1,25(OH)2D3 zmniejsza ekspresj¢ PLA2Gs (Etanol -
kontrol (Et-OH): 0,86 + 0,03,vs. 100 nM 1,25(OH)2Ds (100 nM Dg3): 0,39 + 0,08; p <0,001),
PLA2G1s5 (Et-OH: 1,05+ 0,1 vs. 100 nM Ds: 0,55 + 0,18; p <0,05), NF-xB p65 (Et-OH: 1,41 +
0,24 vs. 100 nM Ds: 0,38 + 0.09;p <0,01), UBC (Et-OH: 1,3 + 0,1 vs. 100 nM Dz: 0,54 £ 0,1,
p <0,01) oraz zwigksza ekspresje PLA2Gac (Et-OH: 0,91 + 0,09 vs. 100 nM Ds: 1,41 +£0,17; p
<0,05) and PLAA (Et-OH: 1,03 £ 0,09 vs. 100 nM Ds: 1,58 + 0,14; p <0,05). Ponadto, ekspresja
PLA2Gs i PLA2G15 zmniejszyta si¢ po zablokowaniu UBC i NF-kB p65. Zaobserwowano takze
zmniejszony poziom wydzielanego LTC4 (Et-OH: 1657 pg/ml + 129,87 vs. 100 nM Ds: 1234,5
pg/ml + 82,41; p <0,05), zwigkszone poziomy wydzielonej LXA4 (Et-OH: 164,15 pg/ml +
61,84 vs. 100 nM Ds: 377,38 pg/ml £ 23,19; p <0,05) i wydzielonego 15(S)-HETE (Kontrol
(K): 1825 pg/ml +59,39 vs. 1 nM Ds: 2997,50 pg/ml = 285,39; p <0.01; Et-OH: 2235 pg/ml +
346,84 vs. 100 nM Ds: 4132,5 pg/ml + 199,55; p <0,01) oraz zmniejszong aktywno$é
enzymatyczng sPLA>S (Et-OH: 0,54 pmol/min/ml + 0,02 vs. 100 nM D3: 0,25 umol/min/ml +
0,02; p <0,001) w odpowiedzi na 1,25(0OH).D3s. Dodatkowo, hamowanie NF-xB p65 prowadzi

do zwigkszenia poziomu wydzielonej LXAu.



Otrzymane wyniki sugeruja, ze 1,25(OH)2D3 zmniejsza ekspresj¢ PLA2Gs, PLA2G1s,
UBC oraz NF-kB p65, ale zwigksza ekspresj¢ PLA2Gac oraz PLAA. UBC oraz NF-kB p65 sa
zaangazowane w szlak przekazywania sygnatu odpowiedzialny za zalezne od witaminy D3
zmniejszenie ekspresji PLA2Gs oraz PLA2G15. Witamina D zmniejsza syntez¢ LTC4, zwigksza
wytwarzanie LXAs i 15(S)-HETE oraz zmniejsza aktywno$¢ enzymatyczng sPLAS w
komorkach LUVA. Zablokowanie NF-kB p65 prowadzi do zwigkszenia wydzielania LXA4
przez komorki LUVA.

Podsumowujgc, w moim badaniu wykazalam odmienne efekty dziatania 1,25(OH).D3
na wybrane PLAs, PLAA, NF-kB p65 oraz UBC. Badanie sugeruje, ze witamina D nie ma
efektow jednokierunkowych, a jej dziatanie w szlakach proceséw zapalnych moze by¢ pro- |
przeciwzapalne. Otrzymane wyniki moga po cz¢$ci thumaczy¢ niejednoznaczne wyniki badan
klinicznych skoncentrowanych na roli suplementacji witaminy D3 w zapobieganiu infekcyjnym

zaostrzeniom astmy.



ABSTRACT

Taking into consideration the immunomodulatory and anti-inflammatory properties of
vitamin D as well as the role of PLA>s in pathogenesis of asthma, the aim of the study was to
assess the influence of 1,25(OH).D3 and inhibition of UBC, NF-KB on: a) expression of
CPLAS: PLA2Gsa, PLA2G4g, PLA2G4c and sPLA2S: PLA2Gs, PLA2G10, PLA2G12, PLAG1s5;
UBC; NF-KB; PLAA b) overall enzymatic activity of cPLA2s and sPLA:s; c) the level of
produced selected eicosanoids: LXA4, 15(S)-HETE, LTC4 and PGE:-.

In the study, the LUVA cell line was used as a mast cell model involved in the
pathogenesis of bronchial asthma. LUV A cells were incubated with: 1,25(OH)2Ds; an inhibitor
of NF-«xB p65 - helenalin with or without 1,25(OH).D3; ubiquitination inhibitor - PYR-41 with
or without 1,25(OH).Ds; helenalin and PYR-41. In order to examine the mRNA expression of
selected PLA2s, PLAA, UBC and NF-KB p65, the RT-PCR method was used. The analysis of
protein expression of the studied genes was performed using the Western blot method. The
profile of selected eicosanoids was determined using ELISA tests. The enzymatic activity of

cPLA2s and sPLA>s was estimated by the use of enzymatic assays.

The results of my studies showed that 1,25(OH).D3 decreases expression of PLA2Gs
(Ethanol control (Eth-OH): 0.86 = 0.03 vs. 100 nM 1,25(0OH)2D3 (100 nM D3): 0.39 = 0.08; p
<0.001), PLA2G1s (Eth-OH: 1.05 + 0.1 vs. 100 nM Dg: 0.55 + 0.18; p <0.05), NF-xB p65 (Eth-
OH: 1.41 £0.24 vs. 100 nM D3: 0.38 +0.09; p <0.01), UBC (Eth-OH: 1.3 + 0.1 vs. 100 nM Ds:
0.54 £0.1; p <0.01) and increases expression of PLA2Gac (Eth-OH: 0.91 + 0.09 vs. 100 nM Da:
1,41 £ 0.17; p <0.05) and PLAA (Eth-OH: 1.03 £ 0.09 vs. 100 nM Ds: 1,58 + 0.14; p <0.05).
Moreover, expression of PLA2Gs and PLA>G15 decreased after inhibition of UBC and NF-xB
p65. Decreased levels of secreted LTC4 (Et-OH: 1657 pg/ml + 129.87 vs. 100 nM Ds: 1234.5
pg/ml + 82.41; p <0.05), elevated levels of secreted LXA4 (Et-OH: 164.15 pg/ml £+ 61.84 vs.
100 nM Ds: 377.38 pg/ml +23.19; p <0.05) and secreted 15(S)-HETE (Control (C): 1825 pg/ml
+59.39 vs. 1 nM Ds: 2997.5 pg/ml = 285.39; p <0.01; Et-OH: 2235 pg/ml = 346.84 vs. 100 nM
D3: 4132.5 pg/ml £+ 199.55; p <0.01) and decreased enzymatic activity of SPLA2s (Et-OH: 0.54
umol/min/ml £+ 0.02 vs. 100 nM Ds: 0.25 pmol/min/ml £ 0.02; p <0.001) in response to
1,25(0OH).D3 were also observed. In addition, inhibition of NF-xB p65 leads to increasing of

secreted LXA4 level.



The obtained results suggest that 1,25(OH)2Ds decreased expression of PLA2Gs,
PLA>G15, UBC and NF-kB p65 but increased expression of PLA>Gsc and PLAA. UBC and NF-
kB p65 are involved in signaling pathway responsible for 1,25(OH).D3 -dependent decreasing
of PLA2Gs and PLA>Gis expression. Vitamin D decreases synthesis of LTCs, increases
releasing of LXA4 and 15(s)-HETE, and decreases enzymatic activities of SPLA2s in LUVA
cells. Blocking of NF-«xB p65 leads to increasing of releasing of LXA4 by LUVA cells.

In conclusion, in my study | demonstrated the differential effects of 1,25(OH).Dz action
on chosen PLA>s, PLAA, NF-kB p65 and UBC. The study suggests that vitamin D has no one-
way effects and its action in the pathways of inflammatory processes might be pro- and anti-
inflammatory. The obtained results might partially explain the ambiguous results of clinical
trials focused on the role of vitamin D3 supplementation in the prevention of infectious asthma

exacerbations.



