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Uvod

Prevalencia alergii, najmd respiratérnych, ma v po-
slednych rokoch, najmé v ekonomicky vyspelych statoch
stipajlicu tendenciu. Zaznamenany nérast je ddvany do
suvisu so zmenami v oblasti environmentalnych faktorov
zahflajic vnatorné i vonkajSie znecistenie vzduchu. Hy-
persenzitivita k aeroalergénom sposobuje alergické ocho-
renia, ktoré postihuju az 30 % populacie'. Preto ako
alergie, tak aj jednotlivé alergény su aktualnymi otazkami
vyskumu. Alergény pel'u, najméd pochadzajice z trav, su
jednym z hlavnych zdrojov spdsobujucich dychacie
tazkosti®, aviak v ramci Eurpy je pel briez primarnym
zdrojom jarnych polinéz’. Zakladnym alergénom pel'u
briez je BetV1 bielkovina ako najznamejsi zastupca PR10
skupiny bielkovin, pricom sa vyskytuje v prirodzenych
izoformach kodovanych siedmimi génmi, ktorych sekven-
cie st vzdjomne zhodné v 95 % (cit.*). Cielom tejto §tudie
bolo stanovenie antioxidacnej kapacity pelu a expresie
BetV1 alergénu v subore pelu briez z oblasti Ukrajiny
a ich vzajomné vyhodnotenie.

Experimentalna ¢ast’
Rastlinny material

Pel’ z jednotlivych stromov Betula pendula Roth. bol
zozbierany na Ukrajine v oblastiach Kieva a Rivny na
zaciatku kvitnutia. Jednotlivé jahilady boli vysuSené pri
izbovej teplote a nasledne bol pel’ po straseni precisteny
a umiestneny do plastovych aseptickych nadob a uskladne-
ny pri —20 °C, aby sa zabranilo degradacii. Celkovo bolo
do analyz zahrnutych sedem vzoriek s nasledovnym ozna-
Cenim: 1 — Kiev (park na sidlisku), 2a — Pereyaslav-
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Khmelnitsky (sidlisko), 2b — Pereyaslav-Khmelnitsky
(okolie muzea), 3 — Hotski (les), 4 — Ivankov, (sidlisko),
5 — Kuznetsovsk (kraj mesta susediaci s lesom), 6 — Boro-
dyanka (oblast’ letiska).

Antioxida¢na aktivita

Celkova antioxidacna aktivita analyzovanych vzoriek
bola stanovena pomocou trovne volnych radikalov z reak-
cie s DPPH (C,gH,NsO4, M = 394,33; 2,2-difenyl-1-pikryl-
hydrazyl) rozpusteného v metanole v mnozstve 0,025 g
v 100 ml, spolu so vzorkou pelu podla modifikovanej
metody’. Extrakty boli pripravené zmiesanim vody a 70 %
etanolu pri izbovej teplote. Nasledne sa 100 ml rozpust'ad-
la zmieSalo s 5 g pel'u a zmes bola nechan4 na mechanic-
kom miesadle po dobu 2 hodin. Po extrakcii bolo 0,1 ml
extraktu zmieSaného s 3,9 ml DPPH roztoku. Farebna
zmena DPPH reagujiceho s antioxidantami vo vzorke
vyustila do zmeny farby v rozpiti spektra od tmavo fialo-
vej az po svetlo zItu. Zaznamenané zmeny v absorbancii
boli merané pri 515 nm spektrofotometricky (Genesys 20,
Thermo Fisher Scientific Inc., USA) po 10 minatach. Cel-
kova antioxidacna aktivita vyjadrend percentudlne bola
vypocitand podla: % celkovej antioxidacnej aktivity =
100- [(Akomrola_szorka)/ Akontrola]; kde Akonlmlaje absorbancia
100% roztoku metanolu v reakcii a Agmple j& absorbancia
testovanej vzorky. VSetky analyzy prebehli v piatich repli-
katoch.

Analyza expresie BetV1 alergénu

Celkova RNA izolovana zo vzoriek pel'u bola extra-
hovana pomocou izolaénej supravy GeneJET™ Plant
RNA Purification Mini Kit podl'a pokynov vyrobcu a Cis-
tota ako aj mnoZzstvo izolovanej RNA bola urcena spektro-
fotometricky. Reverzna transkripcia bola uskuto¢nena
pouzitim supravy Maxima® First Strand cDNA Synthesis
Kit pre 1 pg celkovej RNA rovnako podl'a pokynov vyrob-
cu. Prajmery pre analyzu expresie boli navrhnuté na za-
klade mRNA sekvencii pre BetVl gén (priamy
tgcecggggecggtgtectte aspitny  gccgctceggeaagececte)
a cyklofilin (priamy ctccatcaggggttgccact a spétny atggag-
ggcctggaaccatt) ako referencny gén — obe sekvencie st
dostupné v NCBI databaze (BetV1 — AJ 311666.1 a cyklo-
filin X15877.1).

Reakcie boli uskutonené v termocykléri Biorad
CFX96, pricom 25 pl reakéného objemu obsahovalo Ma-
xima® SYBR Green/ROX gPCR Master mix (2X), 0,2 uM
prajmery a 400 ng prepisanej cDNA. RT-qPCR reakcie
prebehli v nasledovnych podmienkach: 95 °C — 10 min;
40 cyklov (95 °C — 15, 60 °C — 30 s, 72 °C — 40 s). Fluo-
rescencia vznikajiceho produktu bola od¢itavana pri 60 °C
v kazdom cykle. Kvantifikacia expresie BetV1 alergénu
bola uskutoénena podla metodiky®, pricom data boli nor-
malizované voc¢i pouzittmu metabolickému génu
(cyklofilin) a porovnavané k expresii alergénu vo zvole-
nom kalibratore, ¢o bola vzorka ¢islo 3 z oblasti Hotski,
pochadzajuca z podmienok lesa.
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Vysledky a diskusia

Antioxidacna aktivita pelovych extraktov
a relativna expresia BetV1

Celkova antioxidacna aktivita pelu je ovplyviiovana
najmé jeho druhovym zlozenim. V pripade antioxidacnej
aktivity pel'u brezy v sti¢asnosti nie su v literatire dostup-
né vysledky. Vyhodnotenim dat ziskanych analyzou celko-
vej antioxidacnej aktivity je mozné pozorovat vysoké
hodnoty namerané v analyzovanych peloch. Vo vodnom
extrakte dosahovali uroven 80,54-85,50 % a v etanolovom
extrakte 60,27-84,91 %. Ziskané vysledky ukazuju na
vy$$iu antioxidacnu aktivitu pel’u briez vo vodnom roztoku
v porovnani s etanolovym. Test ANOVA ziskanych vy-
sledkov preukazal, Ze antioxidacna aktivita zavisi z 59,8 %
od typu extraktu a zo 40,2 % od analyzovanej vzorky. Vo
vSetkych pripadoch okrem vzorky pochadzajicej z oblasti
Kuznetsovsk antioxidand aktivita vo vodnom roztoku
stiipala v porovnani s etanolovym signifikantne vyznamne.
V pripade studii zaoberajucich sa porovnanim antioxidac-
nej aktivity pelu roéznych druhov meranej vo vodnych
a etanolovych extraktoch je konStatovana vysSia antioxi-
dacna aktivita vo vodnom roztoku pre vetrom opelivé
druhy’, omu zodpovedaji aj vysledky tejto $tadie usku-
to¢nenej na peli brezy. V pripade porovnania vztahu antio-
xidacnej aktivity k inym biologickym ¢i biochemickym
vlastnostiam je v literatiire uvddzana koreldcia medzi obsa-
hom polyfenolov a antioxidacnou aktivitou vceliecho pel'u
v pripade repky olejnej, maku siateho a slne¢nice roéne;®.

Analyzy expresie BetV1 alergénu boli uskuto¢nené
na vzorkdch pel'u pochadzajucich zréznych miest rastu
ako pre urbanizované, tak aj pre okrajové Casti urbanizova-
ného prostredia. Vzorka pelu z rastu v lesnom prostredi
sluzila ako kalibrator analyz expresie. RT-qPCR kvantifi-
kacia expresie BetV1 génu ukdzala variabilitu v zastupeni
poctu kopii transkriptov sledovaného génu pre jednotlivé
analyzované vzorky, priCom vo vSetkych pripadoch bolo
zaznamenané zvySenie expresie BetV1 alergénu oproti
kalibratotu (tab. I). Rozdiely v urovniach expresie su za-
znamenané pre viaceré alergény v suvislosti nielen s varia-
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bilitou klimatickych podmienok', ale aj v pripade jednotli-
vych $tadii rastu’.

Ked’ze jednotlivé analyzované vzorky pel'u pochadza-
li so stromov rasticich na réznych lokalitach, namerané Ct
(prahovy cyklus amplifikdcie) hodnoty zaznamendavajice
narast fluorescencie vznikajuceho PCR produktu boli za
ucelom korekcie existujucej variability vzoriek normalizo-
vané voci kontrolnému metabolickému génu, ktorého ex-
presia je vo vsetkych rovnaka a stabilnd a rovnako bola
pouzitd vzorka sliiziaca ako kalibrator, v tomto pripade to
bola jedina vzorka, ktora pochadzala z lesné¢ho, teda neur-
banizovaného prostredia. Ako je vidiet' ztab. I, expresia
BetV1 alergénu je nizsia a len mierne sa liSiaca v porovna-
ni s kalibratorom v pripade briez rastucich na okraji urba-
nizovaného prostredia. Pri vzorkach pel'u pochadzajtcich
70 stromov rastiicich v mestskom urbanizovanom prostredi
bolo zaznamenané zvysenie expresie o 0,77 az dvojnaso-
bok. Zistené urovne expresie su zaujimavé v porovnani so
zisteniemi autorov'’, ktori uvadzaju, e extrakty pel'u po-
chadzajiiceho zo stromov rasticich v urbanizovanom pro-
stredi vykazuju v porovnani so vzorkami z vidieckeho
prostredia vySSiu chemotaktick(l aktivitu na 'udské neutro-
fily, pricom celkovy obsah alergénov zostava nezmeneny.
Vysledky analyzy expresie BetV1 alergénu su s vysSie
uvedenymi analyzami chemotaktickej aktivity v principial-
nej zhode. Priemerny narast expresie pri vzorkach pocha-
dzajicich zo zastavaného tzemia dosiahol 1,5 nasobok,
priom pri vzorkdch z okrajovych casti to bolo len
0,55 nasobok.

Analyza vztahu antioxidaénej aktivity k expresii
BetV1 alergénu

Hodnotenie vztahov medzi Ct, celkovou
antioxida¢nou aktivitou vodného extraktu a antioxida¢nou
aktivitou etanolového extraktu prebehlo pomocou
Pearsonovho korelacného koeficientu (tab. II).

Pouzitim Pearsonovho korelaéného koeficientu bola
potvrdend najvyS$§ia miera zdvislosti medzi Ct
a antioxida¢nou aktivitou etanolového extraktu na trovni
vysoko preukaznej kladnej korelacie shodnotou 0,712.

Tabulka I

Vypocitané hodnoty expresie génu pre BetV1 alergén a rozdiely zvysenia expresie voci kalibratoru — vzorke ¢islo 5 z ob-
lasti Hotski

Vzorka Expresny pomer * Zvysenie expresie °

Kiev 0,58 1,72 x
Pereyaslav-Khmelnitsky-sidlisko 1,29 0,77
Pereyaslav-Khmelnitsky-muzeum 0,61 1,64 x

Ivankov 0,5 2 x

Kuznetsovsk 5,72 0,17 x

Borodyanka 4,13 0,24 x

®® pogitané z hodndt prahového cyklu amplifikacie podla metodiky®, expresia bola normalizovan voéi cyklofilinu
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Tabulka I1
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Korelacie medzi prahovym cyklom amplifikacie a antioxidacnou aktivitou

Premenna Prahovy cyklus amplifikacie Vodny extrakt Etanolovy extrakt
Prahovy cyklus amplifikacie 1,0000 0,5753° 0,7124*

P=-—-- P=0,31" P=0,004"
Vodny extrakt 0,5753*° 1,0000 0,4304

P=0,031"° P= - P=0,0125
Etanolovy extrakt 0,7124*% 0,4304 1,0000

P=0,004" P=0,125 P=--

* Korelacie vyznamné nad hladinou P < 0,05

Vzt'ah medzi celkovou antioxida¢nou aktivitou vodného
extraktu a Ct bol stanoveny na trovni preukaznej kladnej
korelacie s hodnotou 0,575. Pri pouziti viacnasobnej
linearnej regresnej analyzy, kde zavisle premennou bola
zvolend Ct aktivita anezavisle premenné tvorili
antioxida¢na aktivita vodného a etanolového extraktu, bol
vysledny model zévislosti Statisticky preukazny (P = 0,02)
len pre antioxidaénli aktivitu etanolového extraktu.
Vzhl'adom na tieto vysledky sme nasledne z modelu
odstranili nepreukazny faktor (vodny extrakt) a ziskali sme
linedrny model medzi Ct a etanolovym extraktom, kde
hodnota regresného koeficientu bola Statisticky potvrdena
ako vysoko preukazna a regresna konstanta ako Statisticky
preukazna. Statisticka preukaznost modelu linearne;
regresie bola potvrdend analyzou rozptylu. Vizualizacia

polohy zistenych hodnét Ct vzhladom na odpovedajuce
hodnoty etanolového extraktu v linedrnom regresnom
modele so zobrazenim 95% intervalu spolahlivosti je zob-
razena na obr. 1.

Antioxida¢na aktivita je jednym z mnohych indikato-
rov biologickej aktivity organizmov a v sicasnosti stipa
rozsah poznatkov i zaujem o vyskum a hodnotenie jednot-
livych biologickych latok ¢i extraktov z tohto hladiska.
Hodnotené antioxidacné vlastnosti pelu roznych rastlin-
nych druhov® poukazujii na to, Ze pel ako taky vykazuje
vysoku antioxida¢nu kapacitu. Aj ked’ ako celok dosahuje
pel’ vysoké hodnoty antioxidacnej aktivity, nateraz nie su
jednoznacne identifikované jednotlivé zlozky, ktoré sa na
tom podielaju najviac. V pripade vodnych roztokov pel'u
rozhodujicu tlohu zohravaju hydrofilné sucasti pelu.

Etanolovy extrakt = 5,2316+4,5282*x; 0,95 Int.spol.
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Obr. 1. Zobrazenie zavislosti hodnét prahového cyklu amplifikacie analyzy expresie BetV1 a celkovej antioxida¢nej aktivity
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V pripade druhu Betula pendula Roth. boli ako hydrolizo-
vané nerozpustné rezidud v extraktoch identifikované vita-
min C a kyselina p-kumarova''. Prave kyselina
p-kumarova je aktivnym antioxidantom blokujacim volné
radikaly'>. DalSou z uvadzanych funkcii kyseliny
p-kumarovej je jej ucast’ na simulacii biosyntézy bielko-
vin, pricom aj pelové alergény su bielkovinového
charakteru'®, konkrétne alergén pelu briez BetV1 patri do
triedy PR10 proteinov, ktoré reprezentuju triedu rozpust-
nych kyslych bielkovin'®. Na zaklade tychto vlastnosti
a vysledkov ziskanych v analyzach, kedy vodné extrakty
pel’u briez vykazovali vysSiu antioxida¢nt aktivitu, avSak
antioxidaCnd aktivita etanolového extraktu korelovala so
zistenou urovinou expresie BetV1 alergénu, je mozné pred-
pokladat’, Zze je to prave extrakcia jednotlivych zloziek
BetV1 alergénu v alkohole, ktora poskytuje dostato¢nu
bazu korelujucu s expresiou BetV1 odvodenou od mnoz-
stva transkribovanej RNA jeho génu. Naopak, vo vodnom
prostredi jednotlivé stcasti BetV1 s vysokou pravdepo-
dobnost’ou zostavaju v kompaktnom stave, ¢o jednak zvy-
Suje ich antioxida¢nu aktivitu a jednak podmienuje samot-
nu alergénnost’, ked’Ze aj sliznice dychacieho traktu ¢love-
ka st primarne vodnym prostredim.

Zaver

Stidia uskuto&nena na vzorkach pel'u briez pochadza-
juceho z réznych lokalit preukdzala zvySenie expresie
BetV1 alergénu v urbanizovanych oblastiach v priemere
0 1,5x a okrajovych oblastiach zastavaného izemia prie-
merne o 0,55x v porovnani s expresiou tohto alergénu pri
vzorke pochéadzajucej z prostredia lesa. Na rovnakych
vzorkach vyhodnotenim ich antioxidacnej aktivity bola
najdend pozitivna korelacia expresie BetV1 alergénu
s antioxidacnou aktivitou v etanolovom extrakte.

Pouzité skratky

cDNA kopiovda DNA vzniknutd prepisom
mediatorovej RNA

Ct prahovy cyklus amplifikacie

PR bielkoviny s patogenézou stvisiace bielkoviny

RT-qPCR reverzne prepisujuca kvantitativna

polymerazova ret'azova reakcia

Prdca vznikla za podpory grantového projektu KEGA
001SPU/4-2012.
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The aim of the study was to determine the total anti-
oxidant activity and expression of silver birch allergen
BetV1 in pollen samples from various Ukraine areas. The
obtained results show higher expression of BetV1 allergen
in samples from central parts of urbanized areas (ca. 1.5
times) compared with the samples from borders of the
urbanized areas (ca. 0.55 times). The total antioxidant ac-
tivity of aqueous pollen extracts ranged from 80.5 % to
85.5 %, for ethanolic extracts 60.3—-84.9 %. Positive corre-
lation was found between antioxidant activity in ethanolic
pollen extract and BetV1 allergen expresion.



